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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 
I - GENERALITES SUR LE VIH-1 

A - Le Syndrome de Timmunodeficience Humaine Acquise ou SIDA : une pandemie mondiale. 

1) Historique 

En Juin 1981 aux Etats-Unis sont rapportes les premiers cas de patients atteints du syndrome de 
Timmunodeficience acquise (SIDA), suite a T observation d’une recrudescence d’ infections opportunistes, 
principalement pneumocystoses et sarcome de Kaposi, survenant habituellement chez des individus fortement 
immunodeprimes. En effet, le SIDA se caracterise par une defaillance du systeme immunitaire favorisant le 
developpement de maladies opportunistes. Ce fleau a pour agent causal le virus de Timmunodeficience 
humaine (VIH), qui s’est rapidement propage jusqu’ aux regions les plus eloignees du globe en entrainant un 
nombre croissant de contaminations et de deces. 



En 1983, une equipe de l’Institut Pasteur de Paris constitute de Francoisc Barre-Sinoussi et Luc Montagnier 
(tous deux prix Nobel de Medecine en 2008) isole le virus. Depuis, la communaute scientifique se mobilise 
pour mettre en place un nombre important de programmes de recherche pour lutter contre cette maladie. 
Cependant, malgre des progres scientifiques considerables dans des domaines tels que le diagnostic, les 
connaissances fondamentales sur le virus, ou encore le developpement de traitements antiretroviraux 
hautement actifs (HAART, « Highly Active Antiretroviral Therapy »), le VIH-1 continue a se disseminer et 
l’epidemie reste tres importante. 

2) Epidemiologie 

Selon les dernieres estimations de l’ONU/SIDA/OMS parues en Novembre 2012, plus de 34 millions de 
personnes a travers le monde vivaient avec le VIH en 201 1, parmi lesquelles 8 millions sont sous traitements 
antiviraux, et 14,8 millions restent eligibles a ces traitements Pour la meme annee, on estime le nombre de 
nouveaux cas a 2,5 millions, soit 700 000 cas de moins qu’en 2001. 

A l’echelle regionale, l’Afrique sub-saharienne reste la zone geographique a la plus forte incidence avec 23,5 
millions de personnes seropositives (Fig. 1A). Cependant, au cours de ces 6 dernieres annees, l’Afrique a 
reduit d’un tiers le nombre de deces dus au SIDA. En effet, des investissements soutenus et des actions 
politiques renforcees ont permis de reduire de 25 a 50% le taux de nouvelles infections au VIH dans plus de 
25 pays, dont plus de la moitie se trouvent en Afrique. En Asie et Oceanie, d’autres pays ont enregistres des 
baisses radicales du nombre de nouvelles infections (Nepal 91%, Cambodge 88%) et 14 autres pays de la 
region voient ce nombre diminue de plus de 50%. 

Malgre ces diminutions importantes dans la plupart des pays du monde, l’ONUSIDA denombre 1,7 million 
de deces en 201 1 (Fig. IB), soit 24% de moins qu’en 2005, annee ou le nombre de deces avait atteint un pic 
critique. 
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Figurel. A : Estimation du nombre d’enfants et d’adultes vivant avec le VIH en 2011. B : Estimation 
du nombre de deces d’enfants et d’adultes lies au SIDA en 2011. 


3) Origine du VIH-1 

L’existence de lentivirus proches genetiquement du VIH-1 chez de nombreuses especes de primates non 
humains (Daniel MD et al., Science, 1985 ; Kanki PJ et al., Science, 1985) suggere une transmission a 
l’homme de certains de ces virus qui pourraient etre a l’origine du VIH-1. Des analyses phylogenetiques 
menees sur les sequences du genome du VIH-1 et des virus associes de primates non-humains (Figure 2) 
laissent supposer une transmission inter-especes de virus de l’immunodeficience simienne (SIV) de singes 
infectes a l’homme (Gao F et al., Nature, 1999). 


Des analyses complementaires ont permis de preciser que le VIH-1 provenait de la transmission a rhomme 
du SlVcpzPtt, un virus infectant naturellement plusieurs communautes de chimpanzes "Pan troglodytes 
troglodytes" geographiquement isolees au Cameroun (Gao F et al., Nature, 1999 Korber B et al., Science, 
2000). L’hypothese d’une transmission sanguine de ce virus du chimpanze aux chasseurs humains par 
exposition directe des homines au sang des animaux contamines lors de la chasse de primates ou de la 
consommation de viande de singe contaminee crue a ete evoquee, d’autant plus que ces pratiques sont 
courantes en Afrique. Des travaux recents ont permis de montrer que trois evenements de transmission 
independants paraissaient etre a 1’ origine des VIH-1 des groupes M, N et O (Keele BF et al., Science, 2006). 
Ces travaux ont etabli un hen phylogenetique entre les VIH-1 du groupe M et N et des virus infectant des 
groupes de chimpanzes localises geographiquement au Cameroun. Par contre, les VIH-1 du groupe O 
semblent plutot provenir d’un groupe de gorilles egalement localise au Cameroun, infecte par une souche de 
SIV proche du SlVcpzPtt (Van Heuverswyn F et al., Nature, 2006). Enfin, le VIH-1 de groupe P a recemment 
ete identifie chez une patiente d’origine camerounaise (Plantier JC et al., Nat Med, 2009). D’un point de vue 
genetique, cette nouvelle fonne virale semblerait etre tres proche d’une souche de SIV identifiee parmi des 
populations de gorilles d’Afrique centrale (SIVgor). 
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Figure 2. Representation des associations phylogenetiques existant entre les differentes souches de SIV 

et VIH (Vartanian JP et al., J Gen Virol, 2002) 


4) Transmission 

II existe trois inodes de transmission du VIH, responsable de Timportante dissemination du virus et qui sont 
i) la transmission par voie sexuelle, ii) la transmission par voie sanguine et iii) la transmission matemo-foetale. 

a. La transmission sexuelle. 

Quatre-vingt pour cent des infections dans le monde se font lors de rapports sexuels non proteges, 
heterosexuels pour 70% d’entre eux, et homosexuels entre homines pour 5 a 10%. La transmission sexuelle 
de T infection a VIH se fait par les muqueuses (vagin, penis, rectum ou de la bouche), en contact avec des 
secretions sexuelles ou du sang contenant le virus. Le risque de transmission depend du type de relation 
sexuelle mais aussi de la quantite de virus present dans le sperme ou les secretions vaginales. Dans le sperme, 
le VIH est present d’une part sous forme de particules virales libres au sein du liquide seminale, et d’autre part 
sous fonne d’ADN proviral integre dans les cellules infectees. La charge virale des secretions genitales suit 
globalement la charge virale plasmatique. Certains facteurs augmentant le risque de transmission sexuelle ont 
ete bien identifies. La primo -infection et le stade SIDA sont les periodes ou Tinfectiosite est la plus elevee, 
du fait de la forte viremie. Plusieurs etudes ont demontre le role facilitant, pour la transmission du VIH, de 
maladies ou de pratiques sexuelles qui occasionnent des erosions de la muqueuse genitale (herpes, syphilis, 
chancre mou) et d’autres agents pathogenes tels que le gonocoque, les Chlamydia ou les bacteries responsables 
des vaginites (mycoplasmes, Gardnerella vaginalis). En outre, il a ete demontre chez des sujets infectes par 
le VIH-1 que les uretrites masculines s’accompagnent d’une augmentation de la charge virale dans le spenne. 
L’ensemble de ces constatations justifie un renforcement du depistage et du traitement systematique de toutes 
maladies sexuellement transmissibles (MST), comrne de leur prevention par Tinformation et T education 
sexuelle, pour lutter contre la pandemie du VIH. 


b. La transmission par voie sanguine 

Ce mode de transmission concerne majoritairement trois sous-ensembles de la population qui sont i) les 
usagers de drogues par intraveineuses, ii) les hemophiles et iii) les autres malades ayant regus une transfusion 
de sang ou des derives sanguins. 

Chez les usagers de drogues par intraveineuses, les contaminations proviennent de l’echanges de seringues 
usagees potentiellement infectees par le VIH, mais egalement par d’autres virus tels que les virus de l’hepatite 
B et C (VHC et VHB). En France, 20% des toxicomanes sont infectes par VIH et 70% le sont par VHC. 
Depuis peu, certains gouvemements ont mis en place des centres speciaux dedies au « shoot » des personnes 
faisant l’usage de ces drogues, ou sont mis a disposition des seringues neuves afin de limiter la reutilisation 
de seringues usagees. 

Les infections a VIH des hemophiles et des transfuses a ete la consequence de l’utilisation de facteurs de 
coagulation et de sang contamines administres dans les annees 1980. Depuis le l er Aout 1985 est mis en place 
un depistage systematique pour tout don de sang, ce qui a considerablement reduit le risque de contamination 
par cette voie. Malheureusement, l’heterogeneite des modes de depistages d’un pays a l’autre fait que subsiste 
encore un grand nombre de contamination par voie sanguine. 

Plus rares, les accidents ayant entraine une contamination professionnelle par le VIH ont ete principalement 
provoques par des blessures ou des piqures avec du materiel contamine. Une etude cas-temoin a confirme que 
le risque de transmission etait directement lie a la profondeur de la blessure et au stade de 1’ infection chez le 
patient source. Elle a egalement demontre le benefice d’une prophylaxie anti- VIH. En France, et dans de 
nombreux pays, des recommandations ont ete prises en matiere de prophylaxie par bi- ou tritherapie 
antiretrovirale, apres exposition au VIH. 

c. La transmission materno-fcetale 

Dans les pays industrialises le taux de transmission materno-foetale reste stable et s’etabli entre 15 et 25%. Un 
passage precoce du virus, correspondant a une transmission au cours des l er et 2 nd trimestres de grossesse 
semble pouvoir s’effectuer mais reste cependant un evenement rare. Les passages tardifs trans-placentaires 
semblent les plus frequents, dont 2/3 ont lieu le jour de 1’ accouchement, par le biais d’echanges sanguins 
matemel et foetal juste avant ou pendant le travail. A cote de la transmission placentaire, le VIH peut etre 
transmis lors de l’allaitement du foetus par la mere. Certains facteurs interviennent de fag on claire sur la 
transmission perinatale du VIH. II a ete montre que le risque de transmission est inversement proportionnel 
au taux de lymphocytes T CD4+ chez la mere. II en est de meme qu’une charge virale sanguine elevee chez 
la mere augmente le risque de contamination. (Warszawski J et al., AIDS, 2008) 


5) Immunopathologie de 1’ infection a VIH-1 

L’immunopathologie du VIH-1 se caracterise par trois phases distinctes (Figure 3) correspondant a i) la 
primo-infection (ou phase aigiie), ii) la phase chronique (ou asymptomatique) et iii) le stade SIDA 
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Figure 3. Differentes phases de l’immunopathologie liee au VIH. L’infection primaire est generalement 
associee a des symptomes cliniques du syndrome retroviral aigu. Apres les premiers mois suivant l’infection, 
la viremie plasmatique se stabilise et le nombre de cellules T CD4+ se normalise. La phase chronique 
prolongee est cliniquement silencieuse, malgre la replication virale permanente a des niveaux eleves. Le SIDA 
est caracterise par la survenue d’infections opportunistes ou de tumeurs malignes associees au VIH-1. Le 
risque des maladies opportunistes augmente, de fag on significative, lorsque le nombre des cellules T CD4+ 
tombe sous les 200 cellules/mm3. La diversity virale augmente en conformite avec le niveau toujours eleve 
de la replication virale et de la nature d’erreurs de la transcription inverse. (Delfraissy JF, Rev Prat, 1999) 


a. La phase de primo-infection 

Elle survient environ 2 a 8 semaines apres la contamination. Cette phase reste symptomatique pour la majeure 
partie des cas (50-75%) avec l’apparition de fievres, d’adenopathies, myalgies... Elle se caracterise par une 
importante replication virale accompagnee d’une chute rapide et importante du nombre de lymphocytes T 
CD4+ malgre l’induction d’une reponse immune par le virus (Musey L et al., N Engl J Med, 1997). II existe 
une correlation directe entre le nombre de lymphocytes T CD4+ et la charge virale au cours de cette phase, et 
sont des indicateurs du pronostic de Involution de la maladie (Mellors JW et al., Science, 1996). Des reactions 
immunitaires de type secretion d’anticorps se mettent en place, definissant la seroconversion de l’individu et 
sont utilisees dans les tests de routine de depistage par ELISA de la proteine de capside CAp24 et western- 
blot. 


b. La phase chronique 

En l’absence de traitement antiretroviral, la phase asymptomatique dure une dizaine d’annees. La charge virale 
reste faible et le nombre de lymphocytes T CD4+ diminue lentement. Les cellules cibles du virus constituent 
une partie du reservoir viral : le virus reste latent dans ces cellules. Le virus se replique essentiellement dans 
les lymphocytes T CD4+ du tractus digestif (Veazey RS et al, Science, 1998) et des tissus lymphoi'des 


(Pantaleo G et al., Nature, 1993). De fortes lesions cellulaires se font dans ces organes, entrainant le 
remplacement des tissus leses par des fibres de collagenes. Les lymphocytes T memoires CD4+ CCR5+ sont 
les premiers a disparaitre, suivi des autres lymphocytes T CD4+ lors du changement de tropisme du virus 
(Veazey RS et Lackner AA, J Exp Med, 2004). Lorsque les mecanismes de renouvellement des lymphocytes T 
CD4+ sont depasses, on observe une recrudescence du titre viral plasmatique. 

c. Le stade SID A 

La diminution systematique des lymphocytes T CD4+ conduit a l’incapacite du systeme immunitaire a lutter 
contre les maladies opportunistes, et conduit a une augmentation tres importante de la viremie. Lorsque le 
taux de lymphocytes T CD4+ passe sous le seuil des 200 cellules/mm 3 , les premieres maladies opportunistes 
apparaissent dont les plus communes sont les pneumonies a Pneumocystis carinii, le syndrome de Kaposi et 
la tuberculose. En l’absence de traitements appropries, la personne decede du SIDA. 


6) Pathogenese 

L’infection se caracterise par une replication intense et soutenue, principalement dans les tissus lymphoi'des, 
d’un virus hautement variable et capable de s’adapter a la pression de l’environnement dans lequel il evolue. 
Les mecanismes de destruction des lymphocytes T CD4+ ne sont pas encore clairs mais cette destruction 
cellulaire peut etre due a i) la lyse directe des cellules infectees par les effets cytotoxiques du virus, ii) la lyse 
des lymphocytes T CD4+ par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, iii) les phenomenes d’apoptose ou encore 
iv) 1’ hyperstimulation des lymphocytes T CD4+ conduisant a l’anergie cellulaire. 

L’evolution de la viremie et de la reponse immunitaire n’est pas la meme entre individus infectes. En effet, on 
estime a environ 5% le nombre de personnes infectees ayant une evolution lente : les « non progresseurs » ou 
« progresseurs a long terme ». La viremie chez ces personnes reste faible dans la circulation peripherique et 
au niveau des organes lymphoi'des, et preserve un nombre de lymphocytes T CD4+ relativement stable. De 
plus, leur reponse immune specifique a mediation cellulaire (lymphocytes T CD8+...) reste relativement 
bonne. A l’oppose, il existe entre 5 et 10% de personnes presentant des facteurs de risques de progression de 
la maladie : les « progresseurs rapides ». Il est possible que ces differents modes devolution de la maladie 
soient dus a la complexity des interactions proteines virales et proteines cellulaires intrinseques a chaque 
individu. Les facteurs genetiques et immunologiques de l’hote, certains haplotypes HLA de classe I, certaines 
mutations au niveau des genes codant pour les recepteurs et corecepteurs du virus, la qualite de la reponse 
cellulaire primaire cytotoxique ou encore la persistance de la reponse specifique CD4+ sont autant de facteurs 
cellulaires qui pourraient expliquer ces variations devolution de la maladie. 


B - Le VIH-1 : structure et replication 


1) Definition et classification 

Le VIH-1 est un retrovirus humain appartenant a la famille des Retroviridae et a la sous-famille des lentivirus 
(Figure 4). Les virus de la famille des Retroviridae se definissent par leur structure mais surtout par leur mode 
de replication. Ces virus a ARN vont pouvoir retrotranscrire leur genome en ADN grace a l’enzyme qu’ils 
transportent : la transcriptase inverse. Ce genome retrotranscrit en ADN viral pourra alors s’integrer dans le 
genome de la cellule cible sous le nom de provirus. Cependant, les lentivirus sont des virus non transformant, 
a forigine de maladies chroniques a evolution lente, affectant le systeme immunitaire. Le VIH-1 possede une 
variability genetique tres importante, a forigine, notamment, de l’emergence des resistances aux 
antiretroviraux. 



Figure 4: Classification des differentes families de virus. 

2) Structure de la particule virale 

Le VIH-1 est un virus enveloppe de 90 a 120nm de diametre (Figure 5). Son enveloppe est constitute d’une 
bicouche lipidique d’origine cellulaire (Aloia R et al, PNAS, 1993), dans laquelle sont ancrees les 
glycoproteines d’ enveloppe virale : la glycoproteine transmembranaire TMgp41 traversant la bicouche 
lipidique et formant une liaison faible avec la glycoproteine d’enveloppe externe, la SUgpl20. Ces deux 
proteines portent les fonctions de reconnaissance et de fusion du virus a la cellule cible. Les virions arborent 
14 +/- 7 spicules dans leur membrane, un spicule etant un trimere de SUgpl20/TMgp41 (Chertova E. et al, J 
Virol, 2002). 

Le core viral comprends deux molecules d’ARN identiques, trois proteines et des enzymes virales : la 
transcriptase inverse (RT, p66/p51), l’integrase (IN, p32) et la protease (PR, plO), issues du clivage 
enzymatique de la polyproteine Gag-Pol. La proteine de matrice (MA, pi 7) ancree a la membrane interne du 
virus grace en partie a la presence d’un acide myristique, forme une structure globulaire a l’interieur de 
1’ enveloppe. 


Le core viral est constitue de la proteine interne dite majeure, car la plus abondante, d’un poids moleculaire 
de 24kDa : la capside (CA, p24). Cette proteine de capside enferme un complexe ribonucleoproteique 
necessaire a la synthese de l’ADN proviral : l’homodimere d’ARN de polarites positives, recouvert de 
molecules de nucleocapside (NC, p7), deux molecules d’ARNt Lys necessaires a la transcription inverse et des 
molecules de transcriptase inverse. Les molecules d’integrase, de protease, ainsi que les proteines virales 
accessoires Vif, Vpr, Vpu et Nef sont egalement presentes. Le virus incorpore aussi de nombreuses proteines 
cellulaires indi quant que le virus VIH-1 interagit fortement avec la machinerie cellulaire (Cantin R. et al., J 
Virol, 2007). 
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Figure 5 : Representation schematique d’une particule VIH-1 immature (gauche) et mature (droite) Les 

differentes proteines qui composent le virus ainsi que l’ARN genomique sont schematisees. Les proteines 
cellulaires incorporees ne sont pas indiquees. Le nombre de symboles representants les proteines ne reflete 
pas la stoechiometrie de ces molecules dans le virion. 


3) Organisation genomique 

Le genome viral (Figure 6) est forme de deux copies d’ARN lineaire simple brin (9.2kb) de polarite positive. 
Chacun de ces brins est associe a une molecule de transcriptase inverse et a l’integrase. A l’interieur des 
virions, les ARN sont retrouves sous des fonnes dimeriques, lies par des liaisons non covalentes. Ils presentent 
une coiffe en 5 ’ et une queue polyadenylee en 3 . (Levin JG et al., Prog Nucleic Acid Res Mol Biol, 2005). 

Une simple molecule d’ARN contient des structures internes fondamentales a la replication virale et a 
l’echappement a la reponse immune. Ces importantes structures comprennent les sites d’entres internes aux 
ribosomes (IRES), les signaux d’empaquetages, les structures mimant les ARNt, les motifs de modification 
de cadre de lecture des ribosomes ( ribosomes frameshift ), et des elements de regulation en cis (Cann AJ et al., 
Virology, 2005 Coffin JM et al., Retroviruses, 1997). Chez le VIH-1, les structures de l’ARN activent la 
transcription, initialisent la transcription inverse, facilitent la dimerisation du genome, regulent 1’ export des 
ARN nucleaires, servent de signal de polyadenylation et pennettent des interactions entre les proteines virales 


et proteines cellulaires (Frankel AD and Young J A, Annu Rev Biochem, 1998 Damgaard CK. Et al., J Mol 
Biol, 2004 GoffSP, Nat Rev Microbiol, 2007 Wilkinson KA et al, PLoS Biol, 2008). 

Le genome du VIH-1 contient 9 cadres de lectures ouverts (ORFs) aboutissant a l’encodage de 15 proteines 
(Frankel AD and Young JA, Annu Rev Biochem, 1998). Le precurseur Pr55Gag est une polyproteine qui une 
fois clivee par des enzymes donnera les proteines de MApl7, Cap24, NCp7 et la proteine p6. La polyproteine 
Gag-Pol permet l’expression des enzymes PRplO, RTp66/p5 1, et l’INp32. Le gene env code pour un peptide 
signal de 30 acides amines, la TMgp41 et la SUgpl20. 

D’autres sequences additionnelles codent pour des proteines auxiliaires : deux proteines regulatrices nominees 
Tat et Rev, et 4 proteines accessoires : Vif, Vpr, Vpu et Nef. 

La proteine Tat ( Transactivator of transcription, pl6 et pi 4) est un transactivateur de la transcription 
et agit au niveau des LTR en se liant directement a la sequence TAR (Tat response element). La proteine Rev 
( Regulation of expression, pl9) est impliquee dans Texport des ARNs du noyau en liant les sequences RRE 
des ARN (Rev response demerit). 

La proteine Vif ( Virion infectivity factor) previent Taction de la proteine APOBEC3G, un facteur de 
restriction cellulaire qui sera decrit en partie III-C. La proteine Vpr ( Viral protein R) participe a la retro- 
transcription de TARN viral en ADN par la RT (Stark LA et al., J Virol, 1998), Elle joue aussi un role important 
dans la regulation de T import nucleaire du complexe de pre-integration (PIC) (Heinzinger NK et al., PNAS, 
1994). De plus, Vpr induit T arret du cycle cellulaire et est necessaire pour la replication du virus dans les 
cellules quiescentes, comme les macrophages (Lewis PF et Emerman M, J Virol, 1994). La proteine Nef 
(Negative regulatory factor, p27) permet une diminution de la proteine CD4 recepteur au VIH- 1 et module 
egalement Texpression de molecules du complexe majeur d’histocompatibilite de classe I et II (CMH-I et 
CMH-II) (Garcia JV et Miller AD, Nature, 1991 Schwarz O. et al, Nat Med, 1996 Stumpher-Cuvelette P et 
al., PNAS, 2001). Pour finir, la proteine Vpu (Viral protein U) degrade CD4 dans le reticulum endoplasmique 
(RE) en Tadressant vers les voies de degradation proteasomales (Margottin et al., Mol Cell, 1998), et favorise 
la liberation des particules virales en contrecarrant Taction de BST-2 (Neil SJ et al, Nature, 2008 Van Damme 
N et al., Cell Host Microbe, 2008), un autre facteur de restriction, dont la fonction sera detaillee plus tard en 
partie IV. 
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Figure 6 : Organisation, structure et lien de l’ARN viral avec les proteines de structure. En haut : 
organisation genomique. Au centre : Linker inter-proteines issues des precurseurs polyproteiques (barres 
vertes) et boucles non-structurees des peptides (barres jaunes). En bas : structures des grosses proteines virales 
( Watts JM. et al, Nature, 2009) 


II - LE CYCLE REPLICATIF DU VIH-1 

Le cycle de replication viral passe pour une serie d’etapes commcncant par l’engagement du virion au niveau 
de la surface cellulaire via des recepteurs et se terminant par la liberation de particules virales matures 
(Figure 7). Durant ces phases, le VIH-1 utilise un grand nombre de facteurs cellulaires pour se repliquer, 
tandis que des facteurs de restrictions tentent de limiter ce processus (Evans DT et al., Trends Microbiol, 
2010 HuthoffH et Towers JH, Trends Microbiol, 2008 ; Laguette N. et al., Nature, 2011). 
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Figure 7: le cycle de replication du VIH-1. (Engleman A. et Cherepanov P., Nat Rev Microbiol, 2012) 


A - Les phases precoces du cycle de replication 

1) Reconnaissance et entree du virus dans la cellule cible 

Les spicules de l’enveloppe du VIH-1 sont composes de trimeres de TMgp41 et SUgpl20 (Zhu P et al., 
Nature, 2006 Zanetti G et al., PloS Pathog, 2006 ; Liu J et al., Nature, 2008). Lorsque la reconnaissance est 
amorcee, ces spicules subissent des changements conformationnels importants qui entrainent la fusion entre 
les membranes virales et cellulaire et permettent la liberation du core viral dans le cytoplasme (Figure 7 
Etapes 1 & 2). 

Le VIH-1 infecte principalement les lymphocytes T CD4+ et macrophages. L’interaction initiale entre la 
SUgpl20 et le recepteur CD4 induit la formation d’un pont entre les domaines internes et extemes du 
monomere de SUgpl20, exposant ainsi le site de liaison pour les proteines co-receptrices : CCR5 ou CXCR4 
(Kwong PD et al., Nature, 1998 , Rizzuto CD et al., Science, 1998). L’engagement de ces co-recepteurs 
entraine 1’ insertion du peptide de fusion, situe a la partie N-tenninale de la TMgp41, dans la membrane 
plasmique cellulaire. Ces evenements entrainent d’importantes modifications conformationnelles de la 
TMgp41 et pennettent la fusion entre les membranes virale et cellulaire (Chan DC et al., Cell, 1997 
Weissenhorn et al., Nature, 1997 Buzon V et al., PLoS Pathog, 2010). 

2) Decapsidation du genome viral 

La decapsidation du VIH-1 se definie comme la destructuration de la capside virale et se met en place dans le 
cytoplasme de cellules infectees avant l’entree du genome viral dans le noyau (Figure 7 Etape 3). II s’agit 
d’une etape obligatoire lors des premieres etapes de l’infection et s’accompagne de la transcription inverse du 
genome viral et de la formation du complexe de pre-integration. L’etude de la nature et du timing de la 




decapsidation du VIH-1 est depuis longtemps tres difficile en raison du caractere labile de la capside en 
conditions experimentales. Bien que les etudes precedentes suggeraient que la decapsidation s’effectuait 
immediatement apres T entree du virus dans la cellule, attribuant alors un role trivial a la capside, des resultats 
recents montrent que la decapsidation se met en place quelques heures apres l’entree du virus, et que la capside 
joue un role primordial dans le transport vers le noyau (Forshey BMet al., J Virol, 2002), dans la transcription 
inverse (Klarmann GJ et al., J Biol Chem, 1993) et dans 1’ import nucleaire (Dismuke DJ et al., J Virol, 2006). 
Cette decapsidation tardive suggere que la capside interagit de fag on privilegiee avec le cytosquelette et les 
composants cytoplasmiques pendant son transport vers le noyau. 

3) Transcription inverse du genome viral 

Les etapes de transcription inverse consistent en une serie de reactions chimiques complexes qui conduisent a 
la synthese d’une molecule d’ ADN double brin a partir de 1’ ARN viral. (Figure 7 Etape \) (Sarafianos SG et 
al., J Mol Biol, 2009 Herschhorn A & Hizi A, Cell Mol Life Sci, 2010). Ce processus est catalyse par une 
enzyme virale : la transcriptase inverse. 

La RT est un heterodimere issu du clivage du precurseur Gag-Pol, constitue de deux sous-unites : la p66 et 
p51. La p66 porte deux sites actifs : un site d’ADN-polymerase ADN/ARN dependant en partie C-tenninale 
et un site RNAse H qui degrade les composes ARN lors de la formation de molecules hybrides ADN/ARN. 
La sous unite p55 quant a elle ne possede pas d’activite enzymatique mais joue un role structural. 
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Figure 8: transcription inverse du genome viral (Engelman A & Cherepanov P, Nat Rev Microbiol, 2012) 


Comme la majeure partie des ADN polymerases, la RT a besoin d’une amorce {primer ) et d’une matrice pour 
rinitiation de la transcription inverse. La synthese de l’ADN est initiee a partir d’un ARNt Lys d’origine 
cellulaire. A proximite de l’extremite 5’ du genome viral, on trouve une sequence de 18 nucleotides appelee 
primer biding site (PBS) complementaire aux 18 nucleotides situes a l’extremite 3’ de l’ARNt Lys . L’ARNt Lys 
s’hybride sur le PBS. Le genome viral servant de matrice forme le brin positif (+). Le premier brin d’ADN 
synthetise (brin negatif ou brin -) est initie a partir de l’ARNt Lys pennettant une copie du genome viral par la 
RT a partir du 5’. La synthese de ce brin - genere un hybride ADN/ARN qui va servir de substrat a la RNAse 
H. La RNAse H degrade le brin d’ARN laissant ainsi seul le brin d’ADN -. Les sequences nucleotidiques aux 
extremites 5’ et 3’ du genome viral sont identiques (sequences LTR pour long tandem repeat). Cela permet 
au brin - de l’ADN de s’hybrider a la sequence en 3’ d’un des deux brins ARN viral, etape appele « premier 
saut » ou « transfert du brin - ». Apres que ce brin d’ADN naissant se soit hybride avec les sequences repetees, 
la synthese du brin ADN - peut continuer le long de TARN viral. Au fur et a mesure que Telongation 
progresse, la RNAse H degrade le brin d’ARN. Meme si la plupart des sites de clivages de la RNAse H ne 


sont pas specifiques, il existe un site riche en purines {polypurine tract sequence ou PPT) pres de l’extremite 
3’ de l’ARN viral qui s’avere resistant au clivage par la RNAse H et servira se matrice pour la synthese du 
brin d’ADN + (Figure 8) (Sarafianos SG et al, J Mol Biol, 2009 pour revue). 

4) Integration de l’ADN viral dans le genome cellulaire 
L’integration du genome viral (Figure 9) fournit au virus un environnement favorable a l’expression de ses 
genes, assure la transmission du provirus aux cellules filles lors de la mitose et est a la base de la fonnation 
des reservoirs viraux latents dans les cellules qui resistent aux traitements par les HAART. A Tinterieur du 
complexe de transcription inverse (RTC) la RT retrotranscrit l’ARN en ADN double brin contenant une copie 
des sequences LTR a chaque extremite. L’IN va alors modifier ces extremites LTRs, ce qui va entrainer la 
formation de sequences flanquantes de deux nucleotides CA (Fujiwara T et al., Cell, 1988 Roth MJ et al., 
Cell, 1989), arborant des groupes hydroxyles 3 ’-OH qui serviront a la seconde reaction catalysee par PIN : le 
transfert de brin. Cette etape de processing de l’ADN viral definit la transition entre le RTC et le PIC. 

Dans l’etape de transfert de brin, TIN utilise Toxygene du 3 ’-OH pour couper l’ADN chromosomique et joint 
de maniere simultanee les extremites 5’ de l’ADN viral a l’ADN chromosomique (Fujiwara T et al., Cell, 
1988 ; Brown PO et al., PNAS, 1989 , Engelman A et al., Cell, 1991). Les extremites 5’ non-jointives issues 
de la recombinaison de ces ADN sont reparees par les enzymes de reparation cellulaires (Yu SF et al., Science, 
1996 . 
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Figure 9: Mecanismes de l’integration de l’ADN viral dans le genome cellulaire. (Krishnan L & Engelman 
A., J Biol Chem, 2012) 




B - Les phases tardives du cycle de replication 


1) Transcription de l’ADN viral et regulation de Texpression des proteines virales. 

L’ADN viral integre dans le genome de la cellule hote constitue alors une unite de transcription independante 
avec son propre promoteur. Selon Tetat d’activation de la cellule hote et Tinfluence de nombreux facteurs 
cellulaires et viraux, le provirus peut rester dans une phase latente ou peut entrer dans une phase 
transcriptionnellement active (Nekhai S & Jeang KT, Future Microbiol, 2006). 

Le 5’-LTR du VIH-1 sert de site d’ initiation de la transcription. Les LTR contiennent egalement les elements 
cis-regulateurs necessaires a la synthese de ses ARNm (Freed EO, Somat Cell Mol Genet, 2001). Par la suite, 
des phenomenes d’epissages conduisent a la formation de trois categories d’ARNm : des ARNm multi-episses 
codant les proteines Tat, Rev et Nef ; des ARNm mono-episses codant le precurseur de Tenveloppe virale 
gpl60 et les proteines Vif, Vpr et Vpu ; et des ARNm non-episses codant les precurseurs Pr55Gag, Gag-Pol, 
et les ARN genomiques (ARNg) (Figure 10). Les ARNm sont ensuite exportes dans le cytoplasme pour etre 
traduits en proteines par la machinerie cellulaire. 
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Figure 10: Synthese et regulation des ARNm et ARNg viraux. La transcription du genome du VIH-1 
conduit a la formation de transcrits qui peuvent etre regroupes en trois classes : les ARN viraux non-episses 
codans pour les polyp roteines Pr55Gag et Gag-Pol et qui constituent l’ARN genomique viral, les ARN viraux 
mono-episses codant pour les proteines Vif, Vpu, Vpr et Env, et les Arn viraux multi-episses codant pour les 
proteines Tat, Rev et Nef. 


De nombreuses etudes ont souligne le role de la proteine Rev dans la regulation des phenomenes d’epissages, 
et plus particulierement dans la synthese des ARNm non- et mono-episses, mais aussi dans les mecanismes 
d’export des ARNm vers le cytosol ( Malim MH et al., Nature, 1989 ; Strebel K, Aids, 2003). Les ARNm 
multi-episses codant les proteines Tat, Rev et Nef sont les premiers a etre synthetises, exportes dans le 
cytoplasme et traduits en proteines. La proteine Rev, impliquee dans la synthese et Texport des ARNm mono- 
et non-episses ( Wit Y & Marsh JW, Microbes Infect, 2003), et la proteine Tat, impliquee dans Tactivation de 
la transcription ( Gatignol A, Adv Pharmacol, 2007), sont ensuite re-importees dans le noyau. Les ARNm 
viraux non- et mono-episses sont alors tardivement synthetises et traduits en precurseurs proteiques a Torigine 
des proteines structurales et enzymatiques necessaires a la fonnation de nouveaux virions. Apres la 
transcription, certains ARN viraux vont etre egalement capables d’echapper aux phenomenes d’epissage. Ces 


demiers vont alors etre exportes vers le cytoplasme, puis achemines vers les sites d’assemblage viraux pour 
servir de genome aux nouvelles particules virales en cours de fonnation. 


2) Assemblage et bourgeonnement du VIH-1 
a. Le role pilote du precurseur Pr55 Gag 

Les proteines Gag sont les chefs d’orchestres de l’assemblage des retrovirus en donnant les composants 
structuraux des virions et en recrutant des facteurs cellulaires essentiels a la fonnation et au bourgeonnement 
des particules dans des cellules infectees ( Gotti inger HG ; Aids, 2001). Le processus d’assemblage est 
essentiellement conduit par les differentes proteines issues du Pr55Gag a savoir la MA, la CA, la NC et la 
proteine p6. L’ interaction de la MA avec la membrane cible est facilitee par une myristylation 
cotraductionnelle de sa region N-terminale (Gottlinger IlG etal., PNAS, 1989) et cette interaction est stabilisee 
par un ensemble de residus basiques qui lient les phospholipides charges negativement a la face cytosolique 
de la membrane interne {Zhou W et al., J Virol, 1994). Le domaine globulaire de la tete de la CA regule 
egalement 1’ assemblage en dissimulant l’acide myristique a de faibles concentrations de Gag {Saad JS et al., 
PNAS, 2006 ; Zhou W & Resh MD, J Virol, 1996 ; Spearman P et al., J Virol, 1997) et en facilitant les 
interactions entre Gag et la membrane ( Perez-Caballero D et al., J Virol, 2004). La fonnation du 
bourgeonnement viral est coordonne par des interactions Gag-Gag et sont principalement mediees par la CA 
et la NC. L’ARN viral joue egalement un role essentiel dans 1’ assemblage viral en offrant une structure 
facilitant les interactions Gag-Gag {Campbell S et al, J Virol, 1995) et en encodant des signaux de trafics 
requis pour diriger Gag aux sites d’ assemblages viraux {Swanson CM et al., Traffic, 2006 ; Swanson CM et 
al., Embo J, 2004). 

La derniere etape de l’assemblage de VIH-1 conespond a la scission membranaire, evenement coordonne par 
le domaine de bourgeonnement tardif {late domain ou L-domain) de la partie C-tenninale de Gag, appele 
domaine p6 {Huang M et al., J Virol, 1995 ; Gottlinger HG et al., PNAS, 1991). A la difference des autres 
domaines de Gag, p6 ne semble pas jouer un role structural dans le VIH-1 mais sert principalement 
d’adaptateur qui recrute les cofacteurs cellulaires necessaires a la separation des particules virales naissantes 
de la membrane plasmique {Morita E et al, Annu Rev Cell Dev Biol, 2004). Le motif peptidique PT/SAP 
{Huang M et al., J Virol, 1995 ; Gottlinger HG et al., PNAS, 1991), egalement retrouve chez d’ autres virus a 
ARN enveloppes tels que Ebola, HIV-2, HTLV et le virus de Lassa {Bouamr F et al., J Virol, 2003 ; Martin- 
Serrano J et al., Nat Med, 2001 ; Myers EL et al., J Virol, 2002 ; Perez M et al., PNAS, 2003), est essentiel a 
l’activite du L-domain de p6Gag. 



b. Implication de la machinerie ESCRT dans le bourgeonnement 
Les composants de la machinerie ESCRT (Figure 11) sont impliques dans Tadressage de proteines 
membranaires ubiquitinylees vers les corps multi-vesiculaires ( multivesicular bodies ou MVBs). Ce sont des 
regulateurs cles dans de nombreux processus biologiques telles que la croissance, la survie cellulaire et la 
cytokinese. De plus, certains virus dont le VIH-1 piratent et utilise cette machinerie pour leur bourgeonnement 
a la membrane, precedent la liberation des particules virales. 


ESCRT-0 ESCRT-I ESCRT-II ESCRT-III 



Figure 11 : la machinerie ESCRT et ses represen tants proteiques. 


L’ identification de TsglOl comme cofacteur cellulaire facilitant le bourgeonnement du VIH-1 a permis de 
grandes avancees dans la comprehension des mecanismes impliques dans les phases tardives du cycle viral 
(Martin-Serrano J et al., Nat Med, 2001 ; Garrus JE et al., Cell, 2001 ; Demirov DG et al., PNAS, 2002). Le 
bourgeonnement du VIH-1 et d’autres virus enveloppes est topologiquement identique a la formation de 
vesicules intra-luminales dans les MVB (Figure 12) 
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Figure 12: Implication de la machinerie ESCRT dans 3 types d’abscission membranaire 
topologiquement equivalent. ESCRT-III est un complexe conserve dans l’abscission des ponts 
membranaires. Dans la biogenese des MVBs (gauche), ESCRT-III est recrute par ESCRT-0, -I et -II. Dans la 
cytokinese (milieu), ESCRT-III est recrute par les proteines du centrosome CEP55 et Alix d’ESCRT-I. Dans 
le bourgeonnement du VIH-1 (droite), ESCRT-III est recrute par la proteine virale Gag et ESCRT-I. (Raiborg 
C & Stenmark H, Nature, 2009) 

Ce processus implique la voie de signalisation des class E vacuolar protein sorting (VPS) qui incluent tout un 
ensemble de proteines cellulaires facilitant Tadressage de proteines ubiquitinylees vers la degradation 
lysosomale ( Katzmann DJ et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2002). Cette analogic topologique entre le 
bourgeonnement viral et la formation des MVB a permis de mieux comprendre les mecanismes qui facilitent 
les demieres etapes du cycle viral. 

TsglOl est Porthologue mammifere de la proteine VPS23 de la levure, et est une sous unite du complexe de 
350 kDa d’ESCRT-I ( endosomal sorting complex required for transport type-I) qui comprend d’autres 
proteines : Vps28 et Vps37 (. Katzmann DJ, Cell, 2001). Ce complexe reconnait des proteines 
transmembranaires ubiquitinylees et permet leur adressage vers les MVB. Chez la levure, le depletion d’un 
seul composant du complexe ESCRT-I conduit a Tinhibition de Tadressage des proteines ubiquitinylees et 
conduit a la formation de structures vesiculaires multilamellaires anormales ( Babst M, Traffic, 2005 ; 
Raymond CK et al., Mol Biol Cell, 1992). Pour cette raison, TsglOl est requis pour le bourgeonnement du 
VIH-1 qui encode des L-domains possedant le motif PTAP, mecanisme topologique equivalent au 
bourgeonnement vesiculaire dans les MVBs (Figure 13) 



Figure 13: Paralleles entre les MVBs et le bourgeonnement viral. A gauche : Adressage des proteines 
ubiquitinylees (Ub) dans les vesicules bourgeonnant dans les MVBs via les complexes ESCRT. La sous-unite 
d’ESCRT-0 HRS initie la cascade a partir de la membrane endosomale. HRS contient un motif PSAP qui 
interagit avec le domaine UEV de TsglOl, permettant le recrutement des autres ESCRT-I, -II et -III. Le 
complexe ESCRT-III joue de concert avec Vps34 pour catalyser la scission finale des membranes. A droite : 
le bourgeonnement du VIH-1 necessite un adressage correct de Gag a la membrane plasmique grace a 
l’extremite N-terminale de Gag. Tout comme le bourgeonnement vesiculaire des MVBs, le VIH-1 utilise la 
machinerie ESCRT. Le domaine p6 de Gag contient deux motifs PTAP et YPxL qui bent respectivement 
TsglOl etAlix. Le bourgeonnement du VIH- 1 requiert ESCRT-III etVps34mais ESCRT-II est court-circuite. 
(Kuo S & Freed EO, PNAS, 2012) 

II existe un deuxieme L-domain chez Gag correspondent a un motif degenere LYPxL, pennettant la liaison de 
Gag avec AIPl/Alix avec une faible affinite {Fisher RD et al., Cell, 2007). Ce domaine intervient de fag on 
synergique avec la liaison PTAP/TsglOl. La structure cristallographique du complexe TsglOl-PTAP montre 
que la reconnaissance du motif PTAP par le domaine de liaison de 1 ’ E2 -conjugating ubiquitin enzyme (E2) de 
TsglOl (domaine UEV) se fait via deux poches distinctes le long du sillon de liaison {Pornillos O et al., Nat 
Struct Biol, 2002), suggerant que cette interaction pourrait faire le fruit de nouvelles cibles therapeutiques. 
D’autres etudes suggerent que Tubiquitinylation de p6 jouerait un second role dans le bourgeonnement, celui 
d’augmenter Taffinite de Gag par TsglOl d’un facteur 10 {Garrus JE et al., Cell, 2001) et que l’UEV de 
TsglOl ubiquitinyle (UEV-Ub) montre que l’UEV de TsglOl peut lier TUb et le motif PTAP simultanement 
( Munshi UM et al., J Biol CHem, 2007). 


II est clair que le complexe ESCRT-I est requis dans son integralite pour le bourgeonnement viral via le motif 
PTAP de p6. Des etudes ont montre que la transfection transitoire de Vps28 et Vps37 entraine leurs 
relocalisations aux sites d’assemblage viraux par Gag {Eastman SW et al., J Biol Chem, 2005 ; Martin-Serrano 
J et al., J Virol, 2003) et que le bourgeonnement du VIH-1 ne peut etre realise en presence de mutants de 
TsglOl incapables de lier Vps28 {Martin-Serrano J et al., J Virol, 2003 ; Stuchell MD et al., J Biol Chem, 
2004). De plus, quatre orthologues humains de Vps37 chez la levure ont recemment ete identifies et des 
experiences d’ARNi montrent qu’au moins deux d’entres eux sont requis dans la reconnaissance du motif 
PTAP des L-domain {Eastman SW et al., J Biol Chem, 2005). 


Etant donne que certains composants du complexe ESCRT-II interagissent avec ceux des ESCRT-I et -III, 
T implication de ESCRT-II dans le bourgeonnement viral avait ete propose {Pornillos O et al., Trends Cell 


Biol, 2002 ; von Schwedler UK et al., Cell, 2003). Cependant, ESCRT-II ne semble pas essentiel dans le 
processus de bourgeonnement (Martin- Serrano J et al., PNAS, 2003 ; Langelier C et al., J Virol, 2006), 
suggerant qu’il y aurait un mecanisme altematif permettant le lien entre ESCRT-I et ESCRT-III. Alix pourrait 
potentiellement connecter ESCRT-I et ESCRT-III (StrackB et al., Cell, 2003 ; von Schwedler UK et al., Cell, 
2003 ; Martin-Serrano J et al., PNAS, 2003) ; mais des etudes fonctionnelles montrent que Tactivite du motif 
PTAP du L-domain ne requiert pas Alix (Martin-Serrano J et al., PNAS, 2003), suggerant done Texistence 
d’un autre facteur proteique faisant la liaison entre ESCRT-I et ESCRT-III. 

II est accepte qu’ESCRT-III constitue le core de la machinerie de triage proteique et entraine Tinvagination 
membranaire pendant la formation des MVB (Hurley JH et al, Annu Rev Biophys Biomol Struct, 2006). 
ESCRT-III est constitue de deux sous-complexes, un complexe a proximite de la membrane (Vps2 et Vps20) 
qui interagit avec la membrane endosomale, et un complexe peripherique (Vps24 et Vps32) qui recrute les 
proteines accessoires (Babst M et al., Dev Cell, 2002). Un role essentiel d’ESCRT-III dans le bourgeonnement 
viral a ete initialement suggere par Tinactivation du bourgeonnement par la surexpression d’une fonne 
inactive de Vps4 (Garrus JE et al., Cell, 2001 ; Martin-Serrano J et al., J Virol, 2003 ; Tanzi GO et al., J 
Virol, 2003). De plus, la surexpression d’autres composants d’ESCRT-III (CHMP4A, CHMP4B, CHMP4C, 
CHMP4C, CHMP2A, CHMP3 et CHMP5) induit egalement T arret du bourgeonnement mimant le phenotype 
induit par les mutants du L-domain de p6 (Strack B et al., Cell, 2003 ; von Schwedler UK et al., Cell, 2003 y 
Martin-Serrano et al., PNAS, 2003). D’autres evidences montrant le role d’ESCRT-III ont ete presentees dans 
deux articles montrant que des mutations dans la proteine Alix inhibant Tinteraction Alix/CHMP4, empechent 
le bourgeonnement viral (Fisher RD et al., Cell, 2007 yUsami Y et al., J Virol, 2007). 

D’autres observations indiquent que chaque L-domain identifie chez les virus enveloppes facilite le 
bourgeonnement viral via un mecanisme commun. II s’avere que la plupart des L-domain sont 
interchangeables (Parent LJ et al., J Virol, 1995) et des resultats recents montrent que le bourgeonnement 
viral peut etre engage grace a d’autres L-domain qui requierent les complexes ESCRT-III et la proteine Vps4 
(Garrus JE et al., Cell, 2001 ; Strack B et al., Cell, 2003 ; Martin-Serrano J et al, PNAS, 2003 ; Tanzi GO 
et al., J Virol, 2003). En plus de Tinteraction entre PTAP et TsglOl, le motif PPxY recrute tout un ensemble 
d’E3 ubiquitine ligase NEDD4-like (WWP1, WWP2 et ITCH) (Bouamr F et al., J Virol, 2003 ; Heidecker G 
et al., J Virol, 2004 ; Kikonyogo A et al., PNAS, 2001 Martin-Serrano J et al., J Cell Biol, 2005) alors que 
le motif LYPxL permet le recrutement d’ALIX pour augmenter la liberation des particules virale (Figure 14) 
(StrackB et al., Cell, 2003 ; von Schwedler UK et al., Cell, 2003 ; Martin-Serrano J et al., PNAS, 2003). 



Figure 14: Structure et motifs presents dans le precurseur Pr55Gag. Les proteines Gag contiennent de L- 
domaines qui interagissent avec differents facteurs proteiques cellulaires pour la replication virale. Les motifs 
PTAP du L-domaine de p6 recrutent ESCRT-I via des interactions avec le domaine UEV de TsglOl, les motifs 
LYPL/LxxLY recrutent Alix via des interactions avec son V-domaine et PPxY recrute des E3 ubiquitine 
ligases de la famille de Nedd4. 


d. Le site d ’assemblage et le bourgeonnement viral 

II est classiquement decrit que l'assemblage et le bourgeonnement du VIH-1 s’effectue a la membrane 
plasmique. Cet assemblage viral repose sur l’association du Pr55Gag myristyle a au feuillet interne de la 
membrane plasmique et a s’y oligomeriser pour induire le bourgeonnement des virions ( Campbell SM et al., 
J Clin Virol, 2001 Jouvenet N et al., PLoS Biol, 2006 Ono A & Freed EO, PNAS, 2001 Ono A & Freed EO, 
J Virol, 2004 Ono A et al., Virology, 2007; Welsch S et al., PLoS Pathog, 2007). Differentes etudes ont 
montre que cet assemblage et ce bourgeonnement viral sont localises au niveau de microdomaines 
membranaires particuliers, riches en sphingolipides, cholesterol, proteines kinases de la famille SRC et en 
proteines ancrees au glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Bhattacharya J et al., J Virol, 2006 Graham DR et 
al., J Virol, 2003: Hermida- Matsumoto L & Resh MD, J Virol, 2000 Laude AJ & Prior IA, Mol Membr Biol, 
2004). Ils serviraient de plate-formes de concentration et d’interaction au Pr55Gag myristyle (. Nguyen DH & 
Hildreth JE, J Virol, 2000) et aux complexes glycoproteiques d’enveloppe palmitoyles au niveau de deux 
residus cysteine du domaine cytoplasmique de la TMgp41 ( Rousso I et al., PNAS, 2000) pour permettre la 
formation de virions complets (Ono A et al., Virology, 2007). D’autres travaux ont egalement montre que les 
microdomaines ou s’effectuait le bourgeonnement viral etaient riches en tetraspanines (Deneka M et al., J Cell 
Biol, 2007 ; Grigorov B et al, Retrovirology, 2009 ; Jolly C & Sattentau QJ, J Virol, 2007 ; Nydegger S et 
al., J Cell Biol, 2006). 

La composition de l’enveloppe virale elle-meme composee de grandes quantites de cholesterol, de proteines 
ancrees au GPI et de tetraspanines, semble corroborer un tel bourgeonnement au sein de ces domaines 
(. Brugger B et al., PNAS, 2006 Graham DR et al., J Virol, 2003). 

Dans les macrophages, il a ete observe un bourgeonnement et une accumulation de particules virales 
essentiellement dans des compartiments vacuo laires intracytoplasmiques ( Gendelman HE et al., J Exp Med, 


1988 , Jouve M et al., Cell Host Microbe, 2007 , Orenstein JM et al., J Virol, 1988). De nombreuses etudes 
ont vise a identifier la nature de ces compartiments ( Carter CA & Ehrlich LS, Annu Rev Microbiol, 2008 ; 
Chertova E et al., J Virol, 2006 ; Nermut MV et al., Virology, 2003 ; Ono A and Freed EO, J Virol, 2004). 
Ces vacuoles presentent des marqueurs (molecules du CMH de classe II, CD63) caracteristiques des 
compartiments endosomaux tardifs/MVB, et notamment des compartiments du CMH de classe II ( Pelchen - 
Matthews A et al., J Cell Biol, 2003 , Perlman M & Resh MD, Traffic, 2006 Raposo G et al., Traffic, 2002). 
L'enveloppe des virions produits en macrophages contient elle-meme de grandes quantites de molecules CMH 
de classe II et de CD63, ce qui semble corroborer un bourgeonnement au sein de ces compartiments. 
Cependant, [’accumulation de particules virales dans un compartiment intracellulaire pose le probleme du 
mecanisme de liberation des particules virales libres dans l’environnement extracellulaire. L'existence d’un 
phenomene d’exocytose a ete evoquee apres avoir observe la fusion de compartiments contenant des particules 
virales avec la membrane plasmique ( Gould SJ et al., PNAS, 2003 ; Nguyen DG et al., J Biol Chem, 2003). 


3) Processus de maturation virale 

Dans un premier temps, les particules virales sont liberees dans l’environnement extracellulaire sous une 
forme immature. II se produit alors un processus de maturation proteolytique du Pr55Gag qui s’effectue au 
niveau de particules virales bourgeonnantes ou relarguees dans le milieu extracellulaire ( Gross I et al., EMBO 
J, 2000 ; Shehu-Xhilaga M et al. J Virol, 2001 Wiegers K et al., J Virol, 1998). Cette etape est essentielle a 
l’acquisition du pouvoir infectieux de la particule virale {Chen SW et al., Virology, 2004 Pettit SC et al., J 
Virol, 2005). Ce processus consiste en un clivage proteolytique des precurseurs Pr55Gag et Gag-Pol 
pennettant la generation des diverses proteines structurales et enzymatiques virales. Ces clivages 
proteolytiques sont realises par une enzyme virale : la protease, active sous sa forme homodimerique. Ainsi, 
le dimere de Gag-Pol, forme durant 1’ assemblage, doit dans un premier temps s’autocliver pour liberer une 
protease dimerique mature ( Chen SW et al., Virology, 2004 Pettit SC et al., J Virol, 2004). La protease a la 
capacite de reconnaitre sur un meme Pr55Gag plusieurs sites de clivage avec une efficacite differente, ce qui 
va permettre une maturation proteolytique sequentielle du Pr55Gag dans un ordre bien precis ( Gross I et al., 
EMBO J, 2000 ; Krausslich HG et al., J Virol, 1995 ; Mirambeau G et al., PLoS ONE, 2007; Shehu-Xhilaga 
M et al. J Virol, 2001 ; Wiegers K et al., J Virol, 1998) (Figure 15). Apres le clivage intramoleculaire initial 
de la polyproteine Pr55Gag par la protease localisee en cis ( Pettit SC et al., J Virol, 2004), la protease libere 
la nucleocapside, qui va former avec 1’ ARN viral, le complexe nucleoproteique central du virion. La protease 
separe ensuite la matrice de la capside, et vont alors, pour la MA, tapisser l’interieur de la bicouche lipidique 
et, pour la CA, former la capside conique qui protege 1’ ARNg. Enfin, la maturation du virion s’acheve lorsque 
la protease catalyse le clivage des peptides situes aux extremites de la capside et de la nucleocapside (pi et 
p2). La demiere etape de clivage entre la proteine capside et le peptide pi aboutit a une condensation de la 
nucleocapside et de l’ARNg ( Gross I et al., EMBO J, 2000 ; Krausslich HG et al., J Virol, 1995) et a 


1’ apparition d’une structure conique centrale dense aux electrons en microscopie electronique ( Wilk T & Fuller 
SD, Curr Opin Struct Biol, 1999). 
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Figure 15: Representation schematique des clivages proteolytiques sequentiels des precurseurs 
Pr55Gag (G) et Gag-Pol (GP) par la protease (PR) virale. Les ciseaux represented le sites de coupures 
enzymatiques ( Shehu-Xhilaga M et al., J Virol, 2001 ) 


III - LES OBSTACLES A LA REPLICATION VIRALE : LES FACTEURS DE RESTRICTION 
A - Definition 

Les facteurs de restriction possedent souvent certaines proprietes qui les distinguent des autres proteines 
(Malim MH et Bienasz PD, Cold Spring Harb., 2012). Plus precisement, i) ils fonctionnent de maniere 
dominante et autonome sur la replication virale dans une simple experience de culture cellulaire. ii) ils sont 
exprimes de maniere constitutive dans certaines lignees cellulaires et leur expression est souvent augmentee 
par l’interferon. iii) ils emploient des mecanismes uniques pour lutter contre la replication virale. iv) ils ont 
souvent des sequences d’acides amines variables dues a leur coevolution avec les virus qui ont mis au point 
des moyens pour les contrecarrer. Et v) ils sont souvent (mais pas toujours) contrecarres par des proteines 
accessoires virales. A ce jour, 4 facteurs de restriction ciblant le VIH-1 et autres lentivirus de primates ont ete 
decrits: TRIM5a (Stremlau M et al., Nature, 2004), SAMHD1 (Hrecka K et al., Nature, 2011 Lahouassa H 
et al., Nat Immunol, 2012), APOBEC3G (Sheehy AM et al., Nature, 2002) et BST-2 (Neil SJ et al., Nature, 


2008 Van Damme M et al., Cell Host Microbe, 2008). Cinq classes de proteines lentivirales - Vif (Sheehy 
AM et al., Nature, 2002), Vpu (Neil SJ et al., Nature, 2008 Van Damme M et al.. Cell Host Microbe, 2008), 
Vpx (Hrecka K et al., Nature, 2011 Lahouassa H et al., Nat Immunol, 2012), Nef (Jia B et al, PLoS Pathog, 

2009 Zhang H et al, Cell Host Microbe, 2009), et Env (Gupta RK et al., PNAS, 2009 Le Tortorec A & Neil 
SJ, J Virol, 2009) ont chacune developpe la capacite a contrecarrer ces proteines antivirales (Figure 16). 


En general, l’activite antivirale de ces facteurs de restriction est auto-suffisante : ils agissent seuls plutot que 
dans une complexe voie de signalisation. Leur existence au sein d’une lignee cellulaire a permis de definir des 
lignees « permissives » ou « restrictives » a la replication virale, en fonction de l’aptitude qu’a un virus mutant 
a s’y repliquer (Malim MH et Bienasz PD, Cold Spring Harb., 2012). 
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Figure 16: Les facteurs de restriction ciblant le VIH et SIV et leurs antagonistes viraux. (Blanco-Melo 
D et al., Immunity, 2012) 


B - Les facteurs de restriction des etapes precoces 


1) TRIM5a 

TRIM5a fait partie de la famille des TRIpartite Motif Family qui partagent une structure commune mais des 
fonctions differentes. TRIM5a est constitute de 497 acides amines pour un poids moleculaire de 57kDa. 
TRIM5a cible la capside virale juste avant la transcription inverse (Stremlau Met al., Nature, 2004) et entraine 
sa disruption precoce et/ou sa degradation (Stremlau M et al., PNAS, 2006). Les proteines TRIM sont 
caracterisees par un domaine N-terminal constitue d’un domaine RING, d’une B-box et de domaines coiled- 
coil. Le domaine RING de TRIM5a lie 2 atomes de zinc et possede une activite E3 ubiquitine ligase. Le 
domaine B-box lie egalement des atomes de zinc et coordonne la multimerisation de TRIM5a (Diaz-Griffero 



F et al., J Virol, 2009). Cette multimerisation est requise dans son activite antivirale. Sa partie C-terminale 
comprend un domaine SPRY, portion hautement variable chez les primates. Ce domaine contient les 
determinants qui dictent le spectre de retrovirus qui peuvent etre restreint par TRIM5a et est certainement 
responsable de la liaison avec la CA. 

Bien qu’il soit assez clair que la liaison de TRIM5a avec la CA soit requis pour la restriction, certaines partie 
de T activite de TRIM5a restent incertains (Sastri J et Campbell EM, AIDS Res Hum Retroviruses. 2011). La 
restriction se met en place seulement quelques minutes apres 1’ entree de la capside virale dans le cytoplasme 
(Perez-Caballero D et al., J Virol. 2005), la transcription inverse est bloquee, et la structure de la capside est 
alteree, supportant la notion que TRIM5a induit une disruption precoce de la structure de la capside. 
Cependant, l’inhibition de la transcription inverse et de la disruption de la capside peuvent etre bloquees par 
des inhibiteurs du proteasomes sans affecter T activite antivirale de TRIM5a (Wu X et al., PNAS, 2006). Cela 
suggere que les activites biochimiques reportees precedemment ne jouent pas un role central dans les 
mecanismes par lesquels TRIM5a inhibe l’infection. 


2) SAMHD1 

A la difference des autres facteurs de restriction qui interagissent directement avec des composants viraux, la 
proteine Sterile Alpha Motif and HD domaine containing protein 1 (SAMHD 1) (626 acides amines et 72 kDa) 
exerce une activite antivirale indirecte (Hrecka K et al., Nature, 2011 Laguette N et al., Nature, 2011 ). 
SAMHD 1 reduit la concentration intracellulaire de nucleotides entrainant 1’ inhibition de la transcription 
inverse (Lahouassa H et al., Nat Immunol, 2012). SAMHD 1 est compose d’un domaine SAM N-terminal et 
d’un domaine HD C-terminal. Le domaine SAM regule les interactions proteines-proteines et forme 
occasionnellement des polymeres. II peut aussi etre un site specifique de liaison a l’ARN. Le domaine HD 
contient des residus Asp et His conserves et qui sont retrouves dans les domaines catalytiques des 
metalloenzymes. Effectivement, SAMHD 1 possede une activite phosphohydrolase capable d’inhiber 
l’infection des lentivirus primates. II s’agit d’une triphosphohydrolase GTP-dependante qui hydrolyse les 
deoxynucleosides triphosphates (dNTPs) en deoxynucleosides + phosphate inorganique (Goldstone DC et al., 
Nature 2011 Powell RD et al., J Biol Chem, 2011). Les 4 dNTPs servent de substrats a SAMHD1. Le GTP 
entraine sa dimerisation et agit comme activateur et aussi substrat pour T enzyme. Bien que les RT des 
lentivirus aient evolue pour fonctionner avec des faibles concentrations en dNTPs, la retrotranscription du 
VIH-1 est plus lente dans les cellules de la lignee myeloi'des compare aux cellules T activees (Diamond TL, J 
Biol Chem, 2004 ). Cela pourrait expliquer Texpression de SAMHD 1 dans ces lignees myeloi'des qui peut 
diminuer la concentration de dNTPs en dessous de la constante de Michaelis (Km) de la RT du VIH- 1 . Suivant 
ce constat, un mutant de RT du VIH-1 ayant une faible affinite pour les dNTPs sera particulierement sensible 
a SAMHD 1 dans des cellules T activees mais pas dans des cellules myeloi'des (Diamond TL, J Biol Chem, 
2004 Lahouassa H et al., Nat Immunol, 2012). 


Les proteines Vpx du VIH-2 et SIV contrecarre ce facteur de restriction en l’adressant vers les voies de 
degradation (Laguette N et al., Nature, 2011 Hrecka K et al., Nature, 2011 ). Vpx sert d’echafaudage a la 
formation du complexe E3 ubiquitine ligase constitue de DCAF1, DDB1 et CUL4, combinant 
l’ubiquitinylation a la degradation de SAMHD1 (Laguette N et al., Nature, 2011 Hrecka K et al., Nature, 
2011 Ahn J et al., J Biol Chem, 2012). Bien que Vpx soit un facteur antiviral relativement recent chez les 
primates, dont on pense issu de la duplication du gene vpr, la fonction de degradation de SAMHD1 precede 
cette duplication. La quasi-totalite des proteines Vpx de primates et plusieurs (mais pas toutes) proteines Vpr 
partagent la fonction de contrecarrer l’activite antivirale de SAMHD 1 (Lim ES et al., Cell Host Microbe, 2012 
Zhang C et al., PLoS ONE, 2012). Ce lien devolution est supporte par des etudes de mutageneses qui ont 
revele des motifs hydrophobes conserves chez Vpx/Vpr, requis pour leurs interactions avec SAMHD 1 (Wei 
W etal., Cell Microbiol, 2012). Des clusters selectionnes positivement au cours de Involution chez SAMHD1, 
incluant des regions differentes de celles impliquees dans 1’ interaction avec Vpx/Vpr, suggerent fortement 
que SAMHD 1 jouait un role sur d’autres pathogenes (Laguette N et al., Cell Host Microbe, 2012 Lim ES et 
al., Cell Host Microbe, 2012 Zhang C et al., PLoS ONE, 2012). 


3) APOBEC3G 

La famille des APOlipoproteine B Editing Catalytic subunit-like 3 possede 7 membres chez l’homme 
(APOBEC3A, B, C, DE, F, G et H) et chacune d’entre elle est caracterisee par la presence d’une cytidine 
deaminase (CDA) (Harris RS et Liddament MT, Nat Rev Immunol. 2004). APOBEC3G (384 acides amines et 
46 kDa) est une proteine antivirale (Sheehy AM et al., Nature, 2002) mais d’autres APOBEC3 sont capables 
d’inhiber la replication virale. Dans la plupart de cas, l’activite antivirale passe par l’incorporation des 
APOBEC3 dans la particule virale. Dans le cas d’APOBEC3G, la NC virale et les ARN viraux associes sont 
responsables de l’incorporation d’APOBEC3G dans les virions (Malim MH et Bieniasz PD Cold Spring Harb 
Perspect Med. 2012). Lors de l’entree du virus dans une nouvelle cellule cible, APOBEC3G exerce sa fonction 
de restriction pendant la transcription inverse, et plus particulierement lors de la synthese du brin d’ADN - 
(Yu Q, Nat Struct Mol Biol, 2004). Les residus cysteines presents dans le site actif permettent la deamination 
de la 2’-deoxycytidine produisant de la 2’-deoxyuridine. Une grande fraction des residus cytidines (plus de 
10%) peuvent etre desamines. APOBEC3G entraine done des mutations majeures et nombreuses du genome 
viral, rendant sa replication defectueuse. 

La proteine virale Vif peut interagir avec un certain nombre d’APOBEC3 et peut recruter un complexe 
ubiquitine ligase compose de CUL5, ELOB, ELOC et RBX2 (Yu X et al., Science, 2003). Des resultats recents 
de proteomique ont perniis d’identifier le facteur de transcription Core Binding Factor b (CBFfl) comme un 
partenaire d’interaction de Vif, et qui s’associe egalement a l’enzyme E3 ligase, mais seulement en presence 


de Vif (Jager S et al., Nature, 2012 Zhang W et al., Nature, 2012). Le resultat de la polyubiquitinylation 
d’APOBEC3 entraine leurs degradations via le proteasome 26S. II s’agit d’un ancien moyen de contrecarrer 
ce facteur de restriction car tous les lentivirus apparentes, excepte I ’equine infectious leukemia virus, 
expriment la proteine Vif et neutralised les APOBEC3 de leurs hotes respectifs (Larue RS et al., J Virol, 
2010 ). 


C - Les facteurs de restriction des etapes tardives : BST-2/Tetherin 

La proteine BST-2 (Tetherin, CD317, HM1.24) (180 acides amines et 20 kDa) retient les particules virales 
matures a la membrane cellulaire (Neil SJ et al., Nature, 2008 Van Damme M et al., Cell Host Microbe, 
2008), a partir de laquelle elles peuvent etre endocytees. II s’agit du seul facteur de restriction parmi les 4 
decris qui a une activite antivirale contre d’autres virus enveloppes, et appartenant a des families differentes 
(Evans DT, Trends Microbiol, 2010). Les mecanismes de restriction et les contre-mesures adoptees par le VIH 
sont detailles dans la partie suivante. 


IV - CONTRE-MESURES VIRALES LIEES A LA RESTRICTION DE BST-2 PAR VPU 
A - Description des protagonistes 

1) La proteine BST-2 

La proteine BST-2 a initialement ete identifiee par deux groupes independants, cherchant de nouveaux 
marqueurs de surfaces de lymphocytes B neoplasiques. Sa fonction cellulaire reste cependant meconnue mais 
BST-2 a ete identifiee comme un facteur antiviral intrinseque a la cellule, limitant la propagation du VIH-1 
et d’autres virus, en retenant les particules virales matures a la membrane cellulaire. (Neil SJ et al., Nature, 
2008 ). 


a. Topologie de BST-2 

Chez l’homme, le gene bst-2 n’est present qu’en une seule copie, sur le chromosome 19. Ce gene apparait 
comme etant non-polymorphique. Chez d’autres mammiferes, des orthologues de bst-2 existent, et un faible 
polymorphisme est retrouve chez les singes de T ancien monde. Ce gene bst-2 encode pour une proteine de 
180 acides amines, d’environ 20 kDa. BST-2 est exprimee de maniere constitutive dans un certain nombre de 
cellules telles que les lymphocytes B et T, les cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages. Dans 
les autres types cellulaires, Texpression de BST-2 peut etre induite a T interferon de type-I (B/asius AL et al., 
J Immunol, 2006). 


II s’agit d’une proteine transmembranaire de type II, presentant une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) 


a sa partie C-terminale, et une courte queue cytosolique a sa partie N-tenninale (Figure 17). 
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Figure 17: Representation schematique deBST-2 (Dube M et al., Retrovirology, 2010). 


Cette topologie atypique de BST-2 lui pennet une interaction avec les membranes des cellules ou des virions 
par ses deux extremites. BST-2 se retrouve associe au niveau des radeaux lipidiques, riches en cholesterol, 
probablement grace a son ancre GPI. (Kupzig S et al, Traffic, 2003). BST-2 est retrouvee a la membrane 
plasmique et au niveau de membranes intracellulaires, notamment le trans-Golgi Network (TGN) et la voie 
endosomale. Contrairement aux autres proteines presentant des ancres GPI, BST-2 est endocyte de la surface 
cellulaire de fag on clathrine-dependante. Cette internalisation semble dependre de la capacite de BST-2 a 
interagir avec la sous-unite a-adaptatine mais pas la sous-unite p2 d’AP-2 via un motif di-tyrosine present au 
niveau de sa partie cytosolique. (Rollason R et al., J Cell Sci, 2007 Masuyama N et al., J Biol CHem, 2009). 
De plus, apres son endocytose, BST-2 est achemine par les endosomes precoces et transports vers le TGN 
apres Tinteraction du son domaine cytosolique avec la sous-unite pi d’AP-1 (Rollason R et al., J Cell Sci, 
2007), suggerant que les complexes AP-1 et AP-2 agissent de fagon sequentielles dans T internalisation et 
Tacheminement de BST-2 vers le TGN. Bien que les resultats recents suggerent que BST-2 recycle 
continuellement entre la membrane plasmique et le TGN avec une fraction dirigee vers les voies de 
degradation, il reste encore a determiner si la proteine peut egalement etre recyclee du TGN a la surface 
cellulaire. 

BST-2 peut former des homodimeres via la formation de ponts disulfures entre les 3 residus cysteines present 
dans le domaine extracellulaire (Figure 18). Parmi toutes les proteines connues, cette topologie est 
relativement unique : il a seulement ete observe une topologie similaire pour la proteine du prion. (Hegde RS 
et al., Science, 1998). 
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Figure 18. Topologie d’un monomere de BST-2 (Evans DT et al., Trends Microbiol, 2010) 


b. Regulation transcriptionnelle de bst-2 

Au niveau du promoteur du gene bst-2, on retrouve des elements de reponse a 1’ interferon, et trois sites de 
liaison a STAT3, pouvant etre actives en reponse a l’interleukine-6 (IL-6) (Ohtomo T et al., Biochem Biophys 
Res Commun, 1999). En effet, la transcription de bst-2 est augmentee dans la plupart des cellules apres 
traitements a 1’ interferon de type I (Neil SJ et al., Nature, 2008 Van Damme M et al., Cell Host Microbe, 
2008 Kupzig S et al., Traffic, 2003 Ohtomo T et al., Biochem Biophys Res Commun, 1999 Blasius Al et 
al., J Immunol, 2006), appuyant la fonction conservee au cours de T evolution de BST-2 dans Timmunite 
innee. De fag on interessante, BST-2 est capable d’inhiber la production d’interferon et de cytokines pro- 
inflammatoires telles que TIL-6 et le TNF-a ( Tumor Necrosis Factor) dans les cellules dendritiques (Cao W. 
et al., J Exp Med, 2009) Cette inhibition s’etablit par la liaison de BST-2 au recepteur orphelin a TILT7 
( immunoglobulin-like transcript 7), exprime de fag on constitutive dans les cellules dendritiques. Cette 
interaction entraine une boucle de retrocontrole negative. 

2) La proteine Vpu 

a. Description de Vpu 

Le gene vpu est present dans le genome du VIH-1 mais absent du VIH-2 et des autres SIV associes tels que 
SIV sooty mangabey (SIVsmm) et SIV rhesus macaque (SIVmac) (Cohen EA et al., Nature, 1988 Strebel K 
et al., Science, 1988). Cependant, des homologues structured ont ete retrouves chez les souches SIV 
chimpanze (SIVcpz), SIV mona monkey (SIVmon), SIV spot-nosed monkey (SIVgsn) ou encore le SIV 
gorille (SIVgor) (Barlow KL et al., J Virol, 2003 Courgnaud V et al., J Virol, 2002 ; Courgnaud V et al., J 
Virol, 2003 Dazza MC et al., J Virol, 2005 Takeshisa J et al., J Virol, 2009). 

Le gene vpu est exprime tardivement au cours de Tinfection a partir d’un ARNm bicistronique dependant de 
T expression de Rev. Son ORL est localisee entre le premier exon des genes tat et env. Vpu est une proteine 
transmembranaire de type I, de 81 acides amines et de 16kDa. Les residus 1 a 27, constituant la partie N- 
terminale, forment la partie hydrophobe de la proteine ancree a la membrane plasmique (Figure 19). Cette 
partie est suivie de 54 acides amines qui forment la partie cytosolique de la proteine. II existe au sein de cette 
sequence une partie tres conservee (acides amines 47 a 58), contenant deux residus serines qui sont 
constitutivement phosphoryles par la caseine kinase de type II (Schubert et al., J Mol Biol 1994) Par ailleurs, 


l’etat de phosphorylation des deux residus serines ne semble pas jouer de role dans la conformation de la 
proteine. 

Des analyses de la structure tridimensionnelle de la partie C-tenninale cytosolique de la proteine montrent la 
presence de deux helices-a entre les acides amines 35 a 50 et 58 a 70, separees par une partie flexible contenant 
les residus serines phosphoryles ( Federau T et al., J Pep t Protein Res, 1996). Ces deux helices de Vpu sont 
amphipathiques : elles sont constituees de residus hydrophobes, basiques et acides regroupes le long de l’axe 
des helices. Par resonnance magnetique nucleaire (RMN), il a ete montre que le domaine transmembranaire 
de Vpu fonne une structure helicoidale stable d’un angle compris entre 6° et 15° (Kuko/A etArkin IT, Biophys 
J, 1999). La region flexible comprise entre les deux helices-a fonne une boucle fuyant la membrane, 
probablement due a la nature acide des deux residus serines phosphoryles. (Coadou G et al., Biochemistry, 
2003). 

Vpu peut former des homopentameres lui conferant une structure de pores membranaires (Grice AL et al., 
FEBS Lett, 1997). Cette formation de pores membranaire a ete vcrificc in vitro, et ces complexes 
pentameriques jouent le role de canal cationique. (Ewart GD et al., J Virol, 1996) 



Vpu, M VpU c y TO 

Figure 19: representation schematique de Vpu (Dube M. et al., Retrovirology, 2010) 


b. Fonctions de Vpu 

i. Vpu induit la degradation de CD4 

Trois proteines du VIH-1, Nef, Env et Vpu, contribuent a la liberation des particules en modulant l’expression 
de surface de CD4. II est interessant de se demander pourquoi trois proteines virales sont necessaires a la 
meme fonction. II a ete suggere que la diminution de l’expression de surface de CD4 contribue a limiter la 
surinfection des cellules par le virus mais ce phenomene reste debattu car il semblerait que ces surinfections 
augmentent les rearrangements genetiques viraux et confereraient done au virus un avantage evolutif. 


Cependant, il a ete montre que CD4 inhibe la liberation de particules virales et interfere avec ^incorporation 
de la proteine Env ( Bour S et al., J Biol Chem, 1999). Quelque soit la finalite, il est clair la diminution de 
1’ expression de CD4 est un probleme majeur pour le VIH. De fac^on interessante, Env, Nef et Vpu affectent 
l’expression de CD4 par 3 mecanismes differents. Nef est une proteine associee a la membrane, presente une 
ancre myristoylee dans sa partie cytoplasmique, capable de Her CD4 a la membrane cellulaire et entraine son 
internalisation (Chaudhuri R et al., J Virol, 2007). Quant a Nef, cette proteine n’est pas capable d’empecher 
le trafic de CD4 vers la membrane plasmique. Cette fonction est assuree par les proteines Env et Vpu qui, en 
retour, ne peuvent pas entrainer 1’ internalisation de CD4 a partir de la membrane plasmique. En effet, le 
precurseur de l’enveloppe gpl60 interagit avec CD4 dans le RE et l’y retient ( Bour S et al., Microbiol Rev, 
1995), alors que Vpu entraine la degradation de CD4 via la voie proteasomale par un mecanisme impliquant 
le systeme de degradation ERAD {Reticulum Endoplasmic Associated Degradation ) (Magadan JG et al., 
PLoS Pathog, 2010). La formation du complexe CD4-gpl60 dans le RE bloque le transport et la maturation 
de CD4, mais egalement de Env lui-meme (Bour S et al., J Virol, 1991). Dans le cas ou la liaison entre CD4 
et Env se ferait de facjon equimolaire, cela pourrait conduire a la depletion de Env a la surface cellulaire, ce 
qui aboutirait a la formation de virion non infectieux Env negatif (Buonocore L et Rose JK, PNAS, 1993). La 
fonction de Vpu pourrait done etre d’ entrainer la degradation de CD4 presents dans ces complexes, permettant 
a la gpl60 de reprendre son trafic a la membrane (Willey RL et al., J Virol, 1992). Dans les cellules exprimant 
Vpu, CD4 est rapidement degrade dans le RE et sa demi-vie chute de 6h a 15min (Willey RL et al., J Virol, 
1992). L’importance de la localisation de CD4 dans le RE suggere que les facteurs cellulaires importants se 
trouvent dans ce compartiment. Il a ete montre que Vpu et CD4 interagissent directement dans le RE et que 
cette interaction est essentielle a la degradation de CD4 (Bour S et al., J Virol, 1995). Les domaines 
d’ interactions entre Vpu et CD4 restent flous, mais les serines 52 et 56 de Vpu jouent un role majeur dans 
cette degradation (Paul M et Jabbar MA, Virology, 1997) mais pas dans 1’ interaction Bour S et al., J Virol, 
1995). Neanmoins, le domaine cytoplasmique de Vpu et CD4 sont necessaires a l’interaction entre ces deux 
proteines (Figure 20) ( Margottin F et al., Virology, 1996). La phosphorylation des residus serines de Vpu est 
necessaire a l’interaction Vpu et [3-TrCp {human [1 Tranducin-repeat Containing Protein) ( Margottin F et al., 
Mol Cell, 1998), suggerant que P-TrCp est importante a la degradation de CD4 par Vpu. 
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Figure 20: Mecanismes de regulation de l’expression de CD4 par Vpu. (Andrew A and Strebel K, Mol 
Aspects Med, 2010) 


ii. Vpu favorise le detachement des virions a la membrane 
La seconde fonction bien decrite de Vpu est la regulation de la liberation des particules virales (Strebel K et 
al., Science, 1988). De facon interessante, cette capacite a favoriser la liberation des particules virales n’est 
pas restreinte a Vpu : certaines souches de VIH-2 encode pour une proteine Vpu-like dans leurs glycoproteines 
d’enveloppe (Abada P et al., J Virol, 2005). On retrouve egalement cette activite Vpu-like portee par la 
proteine Nef de certaines souches SIV, incluant SIVmac et SIVagm (Jia B et al., PLoS Pathog, 2009). II est 
interessant de noter que ce sont les trois memes proteines qui initialement avaient ete caracterisees dans leurs 
capacites a moduler l’expression de CD4 qui sont egalement impliquees dans la liberation des virions a la 
surface cellulaire. De meme, chacune des trois proteines utilise une strategic differente. II semblerait 
egalement que les deux fonctions de Vpu sur CD4 et BST-2 soient distinctes. 


B - Mecanisme de la restriction virale imposee par BST-2 et contrecarree par Vpu 

1) BST-2 retient les particules virales a la membrane plasmique 
D’evidentes accumulations de BST-2 a la surface cellulaire previennent la liberation de particules virales 
matures via une retention des particules virales a la membrane plasmique. Par ailleurs, des particules virales 
matures peuvent aussi etre retrouvees dans des compartiments endosomaux intracellulaires (Neil SJ et al., 
PLoS Pathog, 2006(, suggerant qu’apres Tetape de retention a la membrane, les virions sont internalises et 
probablement adresses vers les voies de degradation [Miyakawa K et al., PLoS Pathog, 2009 g Des experiences 


de microscopie electronique ont permis de deceler la presence de BST-2 entre les virions naissant et la 
membrane cellulaire, et egalement entre les virions eux-memes (Hammonds J. et al., PLoS Pathog, 2010 
Fitzpatrick K et al., PLoS Pathog, 2010). Par ailleurs, des experiences de biochimie et de microscopie 
electronique ont montre que BST-2 est incorpore dans les virions (Habermann A et al., J Virol, 2010 Perez- 
Caballero et al., Cell, 2009 Hammonds J. et al., PLoS Pathog, 2010 Fitzpatrick K et al., PLoS Pathog, 
2010). De plus, la structure de BST-2 plus que sa sequence peptidique elle-meme semble responsable de cette 
aptitude a lier les virions ensemble et a la membrane plasmique. Meme si de fortes evidences appuient le 
modele selon lequel BST-2 retient directement les virions, la topologie precise de BST-2 n’est pas connue 
(Figure 21). 
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Figure 21 : Modeles de retention et d’incorporation des virions par BST-2. A : Interactions de dimeres de 
BST-2 via ses domaines extracellulaires. Une molecule de BST-2 est ancree a la membrane virale, et Tautre 
a la membrane cellulaire. B : Retention par BST-2 assembles en dimeres paralleles. 2 configurations 
montrees : les ancres GPI sont ancrees dans la membrane virale et les domaines transmembranaires a la 
membrane virale ou inversement. C : les deux types d’ancres d’un homodimere de BST-2 antiparallele sont 
arrimes aux membranes (Dube M et al., Retrovirology, 2010). 


Cependant, la depletion de Tancre GPI ou de la queue cytoplasmique supprime la capacite antivirale de BST- 
2 (Perez-Caballero D et al.. Cell, 2009 Neil SJ et al., Nature, 2008), appuyant le modele suivant lequel BST- 
2 fonne un homodimere parallele avec une ancre reliant la membrane cellulaire et Tautre ancre dans la 
membrane virale (Figure 21 Modele B). 

Le domaine extracellulaire de BST-2 contient deux sites de N-glycosylations, trois residus cysteines et un 
domaine coiled-coil intervenant dans sa dimerisation. Les glycosylations de BST-2 sont importantes dans son 
trafic dans la cellule et probablement dans sa conformation ( Perez-Caballero D et al., Cell, 2009) mais ne 
semblent pas importante dans Tactivite antivirale de BST-2 (Sakuma T et al., J Virol, 2009 ; Perez-Caballero 
D etal., Cell, 2009 ; Andrew AJ et al., Retrovirology, 2009). Cependant, les residus cysteines dans le domaine 
extracellulaire sont necessaires a la restriction imposee sur le VIH-1 sans affecter le trafic de BST-2 a la 
surface cellulaire (. Perez-Caballero D et al., Cell, 2009 ; Andrew AJ et al., Retrovirology, 2009). II n’est pas 
clair si les extremites GPI ou transmembranaire des dimeres paralleles de BST-2 ont une preference d’ancrage 
pour les membranes virales et cellulaire ont une preference pour Textremite GPI ou transmembranaire de 


BST-2 ( Perez-Caballero D et al., Cell, 2009). Alors que ce modele est consistant avec la topologie de BST- 
2, il pose encore des problemes. Premierement, le traitement des particules virales attachees par une enzyme 
clivant les ancres GPI, la phosphatidyl inositol phospholipase C (Pi-PLC) ne permet pas le detachement des 
virions de la surface cellulaire (Fitzpatrick K et al., PLoS Pathog, 2010 ). Deuxiemement, base sur des donnees 
structurelles, la distance maximale qui peut relier BST-2 dans la conformation mentionnee en figure 2 IB est 
d’environ 17nm (Hinz A et al., Cell Host Microbe, 2010 ; Schubert HL et al, PNAS, 2010 ; Yang H et al., 
PNAS, 2010). Cependant, la distance entre la membrane plasmique et la membrane virale qui a pu etre mesuree 
par microscopie electronique est bien plus grande (Fitzpatrick K et al., PLoS Pathog, 2010 ; Hammonds J. et 
al., PLoS Pathog, 2010 ). Un modele alternatif a la retention virale serait que des monomeres de BST-2 
seraient ancres par les deux extremites a la membrane virale ou a la membrane plasmique, mais associes les 
uns aux autres en dimeres (Figure 21A). Meme si ce modele explique la necessity de dimerisation de BST-2, 
il n’explique pas pourquoi les regions N-terminale et GPI sont requises (Perez-Caballero D et al., Cell, 2009 ; 
Neil SJ et al., Nature, 2008). Par ailleurs, dans ce modele, BST-2 retiendrait les particules virales a une 
distance de 3-5nm, incompatibles avec les mesures observees en EM. 

2) Effets de BST-2 sur la transmission cellule-cellule 

Des experiences recentes suggerent que le VIH-1 peut se disseminer directement a travers les lymphocytes T 
en formant des structures polarisees au sein de la cellule appelees « synapse virologique », dans lesquelles les 
virions sortants sont recrutes dans des zones de contacts privilegiees entre cellules non infectees et cellules 
infectees (Jolly C et al., Traffic, 2004 ; Mothes W et al., J Virol, 2010). Alors que Ton observe une 
accumulation de virions a la surface cellulaire, il n’est pas clair si le transfert de ces virions via les synapses 
virologiques est diminue, ou si BST-2 restreint ce mode de transmission. Il a recemment ete reporte que BST- 
2 diminue la transmission entre une cellule donneuse (HeLa, cellules T) et un lymphocyte T sans empecher la 
formation de la synapse virologique (Casartelli N et al., PLoS Pathog, 2010). De fag on interessante, en 
presence de BST-2, des virus AVpu sont accumules au niveau de la synapse virologique et sont transferes a la 
cellule cible sous formes d’agregats anormaux. Ces agregats de virus sont incapables de fusionner avec la 
cellule cible et ne conduisent pas a une infection productive de virus. Ces resultats sont contradictoires avec 
ceux d’une autre equipe qui a montre que BST-2 ne restreint pas le transfert de virus AVpu entre deux cellules 
T (Jolly C et al., J Virol, 2010). Au contraire, dans cette etude, il semblerait que BST-2 augmente le transfert 
de cellule a cellule de virus AVpu, en modulant Taccumulation de virus a la membrane et Tintegrite de la 
synapse virologique. Ces resultats sont en accord avec des tests in vitro montrant lors de transmission cellule- 
cellule entre lymphocytes T T emergence de variants de VIH-1 presentant des mutations dans les gene env et 
v pu (Gummuluru S et al, J Virol, 2000). 


3) Riposte virale sur la restriction induite par BST-2 

Les mecanismes par lesquels Vpu contrecarre l’activite antivirale de BST-2 ont attire T attention depuis la 
decouverte du facteur de restriction. La premiere observation sur les contre-mesures de Vpu consiste en une 
diminution de Texpression de surface de BST-2 ( Van Damme M et a/., Cell Host Microbe, 2008). Cette 
diminution de Texpression de surface de BST-2 est correlee avec une augmentation de la liberation des 
particules virales. Cependant, les mecanismes mis en jeu restent a etre elucides ( Miyagi E et al., PNAS, 2009). 
La diminution d’expression de BST-2 a la membrane plasmique previent la liaison des membranes cellulaire 
et virale, entrainant une liberation plus importante de virus exprimant Vpu. Bien que cette notion soit supportee 
par une diminution de la colocalisation de BST-2 et Gag en presence de Vpu ( Neil SJ et al., Nature, 2008 ; 
Jouvenet N et al., J Virol, 2009 ; Mitchell RS et al., PLoS Pathog, 2009), des analyses biochimiques ont 
revelees que Texpression de Vpu diminue partiellement la presence de BST-2 dans les particules virales 
relachees ( Perez-Caballero D et al., Cell, 2009 ; Hammonds J. et al., PLoS Pathog, 2010 ; Fitzpatrick K et 
al, PLoS Pathog, 2010). Par ailleurs, des experiences d’EM montrent que les virions produits de cellules 
exprimant BST-2 incorporent quand meme BST-2 a des quantites moindre (Habermann A et al., J Virol, 
2010 ; Fitzpatrick K et al., PLoS Pathog, 2010). Ces resultats suggerent qu’il doit exister un seuil de niveau 
d’expression de BST-2 necessaire a Tetablissement d’une restriction antivirale ou que BST-2 doit etre retire 
de microdomaines specifiques de la membrane plasmique pour permettre la propagation virale. Dans cette 
idee, il a ete suppose que Vpu pennettrait une meilleur liberation des particules virales en enlevant BST-2 des 
sites d’assemblages et de bourgeonnements viraux (Habermann A et al., J Virol, 2010 ). De facon interessante, 
des etudes recentes ont montre que la presence de Vpu au niveau des radeaux lipidiques de la membrane 
plasmique augmenterait la liberation des particules virales (Ruiz A et al., Virology, 2010). II serait important 
de determiner si Vpu module Texpression de BST-2 a des endroits specifiques de la membrane plasmique ou 
si cet antagonisme se fait independamment de sa localisation a la surface cellulaire. 

Plusieurs mecanismes ont ete proposes pour expliquer la facon dont Vpu diminue Texpression de BST-2 a la 
surface cellulaire et done inhibe sa restriction sur la liberation des particules virales. Cela inclus une 
degradation proteasomale ou endo-lysosomale du facteur de restriction et/ou T alteration de son trail c a la 
surface cellulaire, entrainant sa sequestration intracellulaire. Bien que ces mecanismes soient distincts, ils 
reposent sur la capacite de Vpu a interagir avec BST-2. En effet, la restriction imposee par BST-2 sur la 
liberation de particules virale peut etre restauree par mutation de certains residus de Vpu abrogeant ces 
interactions (Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Dube M et al., PLoS Pathog, 2010 ; Rong L et al., J Virol, 
2009 ; IwabuY et al., J Biol Chem, 2009 ; Mangeat B et al., PLoS Pathog, 2009). Des residus importants ont 
ete determines et sont localises dans les parties transmembranaires des deux proteines, suggerant que ces deux 
proteines interagissent via leurs domaines transmembranaires (Vigan R et al., J Virol, 2010 ; Kobayashi T et 
al, J Virol, 2010 ; Banning C et al., PLoS ONE, 2010). Les mecanismes proposes pour Taction de Vpu sur 
BST-2 sont detailles apres. 



L’expression de Vpu entraine une diminution de la quantite globale de BST-2 dans la cellule (. Mitchell RS et 
al., PLoS Pathog, 2009 ; Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Goffinet C et al, Cell Host Microbe, 2009). Cette 
depletion se met en place a un moment post-transcriptionnel car les niveaux d’ARNm de BST-2 ne sont pas 
affectes par Vpu ( Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Mangeat B et al., PLoS Pathog, 2009). Par ailleurs, des 
experience de pulse-chase indiquent que Vpu diminue la demi-vie de BST-2 endogene ( Goffinet C et al., Cell 
Host Microbe, 2009 ; Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Dube M et al., PLoS Pathog, 2010 ). De la meme 
maniere qu’il a ete observe sur la degradation de CD4 par Vpu, le recrutement de (3-TrCp semble requis pour 
la degradation de BST-2 induite par Vpu, car Tutilisation d’un mutant Vpu2.6 (Vpu mute sur les residus S52 
et S56) ne modi lie pas la demi-vie de BST-2 {Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Dube M et al., PLoS Pathog, 
2010 ). Les mecanismes detailles sur la degradation de BST-2 par Vpu seront detailles en partie V-C. 


C - Restriction par BST-2 chez les autres virus 

Les virus co-evoluant avec leurs hotes, il n’est pas surprenant que le VIH-1 ait su mettre en place des contre- 
mesures liees a la restriction par BST-2. De la meme facon, nous pouvons nous demander si les autres virus 
infectant Thomme en ont fait autant. II a en effet ete montre que BST-2 inhibe egalement la liberation d’un 
grand nombre de virus enveloppes, tels que le VIH-2, le SIV, le virus Ebola ou encore le KSHV, et que ces 
virus possedent des outils permettant de lever cette restriction. 

1) VIH-2 

A T oppose du VIH-1, le VIH-2 ne code pas pour une proteine Vpu. Cependant, ces souches virales sont tout 
de meme capables de diminuer Texpression de surface de BST-2. Les residus T598 present dans la partie 
extracellulaire de la glycoproteine d’enveloppe gp41 et les motifs GYXX0 present dans la queue 
cytoplasmique de la gp41, sont impliques dans ce processus (Douglas JL et al., J Virol, 2009 ) D’autres 
mutations, empechant un processing correct de Tenveloppe, alterent egalement la propagation virale et la 
capacite du virus a diminuer Texpression de surface de BST-2 (Le Tortorec A et al., J Virol, 2009). D’un point 
de vue mecanistique, il a ete montre que la proteine VIH - 2 Env coimmunoprecipite avec BST-2. Cependant, 
a la difference de Vpu, il semblerait que la levee de la restriction de BST-2 par VIH-2 Env ne passe pas par 
une degradation du facteur de restriction. Il a ete suggere que BST-2 serait sequestre dans le TGN en presence 
de VIH-2 Env, suggerant que ce mecanisme de sequestration proteique permettrait une augmentation de la 
propagation virale. A noter que de facon interessante la proteine VIH-2 Env est egalement capable de diminuer 
Texpression du BST-2 Rhesus, ce qui suggere que les fonctions de VIH-2 Env puissent franchir la barriere 
d’especes (Jia B etal., PLoS Pathog, 2009). 


2) SIV 

Tout comme le VIH-2, la plupart des souches SIV ne code pas pour un homologue de Vpu. Par ailleurs, de 
recentes etudes montrent que la depletion du gene env du SIV n’inhibe pas la liberation des particules virales 
chez le SIVmac dans des cellules exprimant BST-2 Rhesus (Zhang F et al., Cell Host and Microbe, 2009). En 
fait, la modulation de Texpression de rhBST-2 dans ces cellules est effectuee par la proteine Nef du SIV. Cette 
inhibition apparait comme specifique a Tespece : les proteines Nef des souches SIV contrecarrent 
effectivement les proteines BST-2 de leurs hotes respectifs, mais sont incapables de contrecarrer le BST-2 
humain. C’est egalement le cas pour les virus SIVgor et SIVcpz malgre le fait qu’ils expriment une proteine 
orthologue a Vpu (Sauter D et al., Cell Host and Microbe, 2009). De facon interessante, les proteines Nef des 
VIH-1 et VIH-2 semblent avoir perdus cette fonction car ne peuvent contrecarrer la proteine BST-2 humaine. 
Cependant, ces proteines HIV-1 Nef et HIV-2 Nef gardent une certaine activite contre le rhBST-2. Des etudes 
ont montre Timportance de 5 acides amines (GDIWK) presents dans le domaine cytosolique de rhBST-2 
necessaire dans Tactivite de SIVmac Nef, residus absents de la queue cytosolique de hBST-2. D’autres 
analyses par mutagenese ont montres que le site de myristoylation de Nef et que le motif de reconnaissance 
au cholesterol sont important dans la capacite de Nef a contrecarrer rhBST-2, mettant en avant Timportance 
de la localisation membranaire de Nef. 

3) Filovirus 

L’ inhibition de la propagation virale chez le virus Ebola a pennis de mettre en evidence pour la premiere fois 
le role de restriction de BST-2 chez une famille de virus autre que les Lentividae Vpu (Neil SJ et al., Cell Host 
and Microbe, 2007). II a etait mis en evidence que la glycoproteine d’Ebola (GP) permet de restaurer une 
propagation efficace des particules virales dans des cellules exprimant BST-2. Au contraire de Vpu ; la 
proteine GP d’Ebola est capable de contrecarrer la proteine BST-2 chez Thomme mais egalement chez la 
souris, mettant en avant T absence de spec ifi cite d’espece pour cette proteine. Le mecanisme par lequel la 
proteine GP interfere avec BST-2 ne semble pas etre lie a la degradation du facteur de restriction, mais plus a 
une relocalisation cellulaire. 

4) KSHV 

Le virus du Syndrome de Kaposi reste pour Tinstant le seul exemple de virus a ADN capable de contrecarrer 
la restriction imposee par BST-2. Dans un crible realise pour identifier de nouvelles cibles de Tubiquitine 
ligase kK5 du KSHV, il a ete observe une diminution de Texpression de BST-2 (Mansouri M et al., J Virol, 
2009). En effet, Tubiquitinylation de BST-2 est augmentee en presence de la proteine kK5, entrainant son 
endocytose et sa degradation par la voie lysosomale. L’ubiquitinylation de BST-2 se fait au niveau de deux 
residus lysines presents dans sa partie cytosolique, et des mutations sur ces residus conferent une resistance a 
la degradation de BST-2 par kK5. Cependant, les mecanismes exacts de restriction imposes par BST-2 restent 


a etre determiner etant donne que la propagation des virus Herpes ne s’effectue pas par un bourgeonnement 
des particules virales a la membrane plasmique, mais par des transports vesiculaires. 


V - LE PROCESSUS D ’UBIQUITINYL ATION ET SON IMPLICATION DANS LE CYCLE 
REPLICATIF DU VIH-1 


A - Generalities sur Pubiquitinylation 


1) La voie de Pubiquitinylation 

L’ubiquitine est un signal cellulaire qui marque les proteines d’une maniere extremement controlee. La 
conjugaison de l’ubiquitine a une proteine cible ou a elle-meme est regulee par l’action sequentielle d’une 
enzyme d’activation de l’ubiquitine ( ubiquitin-activating ) ou El, une enzyme de conjugaison de l’ubiquitine 
(ubiquitin-conj ligating) ou E2, et une enzyme de liaison de l’ubiquitine ( ubiquitin ligase ) ou E3. Cette reaction 
d’ubiquitinylation consiste en la liaison d’une molecule d’ubiquitine via le groupement amine s d’une lysine 
a Pextremite N-terminale d’un polypeptide (Figure 22) (I I ershko A & Ciechanover A, Annu Rev Biochem, 
1998 ; Varshavsky A, Trends Biochem Sci, 1997 ; Pickart CM & Eddins MJ, Biochim Biophys Acta, 2004). 
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Figure 22: Cascade enzymatique conduisant a Pubiquitinylation d’un substrat. L’activite de 3 enzymes 
est requise a Pubiquitinylation : El, E2 et E3 qui reconnait le substrat. L’achevement d’un cycle 
d’ubiquitinylation conduit a un substrat monoubiquitinyle. Cependant, ce cycle peut etre repete pour former 
des substrats polyubiquitinyles. 


Les chaines d’ubiquitine peuvent s’agrandir tant que les enzymes E2 et E3 catalysent la formation d’une 
liaison isopeptidique entre le groupement carboxyle de la Gly76 d’une molecule d’ubiquitine et le groupement 
amine s d’une lysine d’une autre molecule d’ubiquitine. L’ubiquitine est une proteines de 76 acides amines 
comprenant 7 residus Lys (Lys6, Lysll, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48 et Lys63) (Figure 23), permettant 
theoriquement 7 types de liaisons homotypiques et une multitude de types de liaisons heterotypiques ( Ikeda F 
& Dikic I, EMBO rep, 2008). Par consequent, les proteines cellulaires sont susceptibles d’etre modifiees par 
une grande diversity de signaux d’ubiquitine : monoubiquitinylation, multiples monoubiquitinylations, 



chaines d’ubiquitine pouvant etre de diverses longueurs et faites de differentes liaisons ( Ikeda F & Dikic I, 
EMBO rep, 2008). 



Figure 23: representation 3D d’une molecule d’ubiquitine. ( Protein Data Bank identifiant 1D3Z) . 
L’ubiquitine contient 5 feuillets P, une helice a d’un pas de 3.5° et une courte helice 3 io. Sept residus lysines 
sont exposes (bleu) et accessibles a la formation de chaines d’ubiquitine. Les residus hydrophobes Leu8 (vert), 
Ile44 (rouge) et Val70 (jaune) servent de plateformes a de nombreux domaine de liaison a l’ubiquitine 
(ubiquitin binding domaine, UBD). 


Alors que 1’ addition d’une seule molecule d’ubiquitine (monoubiquitinylation) sur une proteine cible peut 
modifier son activite et/ou sa localisation (en regulant l’endocytose, l’adressage vers les lysosomes, impliquee 
dans la meiose ou encore dans le remodelage de la chromatine), les formations de diverses chaines d’ubiquitine 
sont impliques dans des processus tels que l’adressage vers les voies proteasomales 26S ou lysosomales, la 
signalisation cellulaire, ou encore la reparation de l’ADN. 

2) L’ubiquitine et ses apparentes 

L’ubiquitinylation est consideree comme l’une des plus importantes modifications post-traductionnelles de 
revolution ( Hochstasser M, Nature, 2009). II existe des proteines relativement proches de l’ubiquitine, 
appelees ubiquitin-like ou Ubl telles que les proteines SUMO, NEDD8, ATG8, ATG12 ou ISG15 
(Figure 24). Les modifications subies des proteines cibles par des Ubl sont effectuees via des cascades 
enzymatiques similaires a celles utilisees pour la liaison d’ubiquitine. Les Ubl sont cependant activees par des 
El specifiques et sont transferees de leur substrat a l’E2. Les roles des E3 dans la fixation de Ubl a la proteine 
cible sont moins clairs. Dans la majorite des cas, aucune E3 n’est requise, et les E2 sont souvent capables 
d’interagir directement avec la proteine cible. Cependant, les E3 de NEDD8 ( Neuronal-precursor-cell - 


expressed developmentally downregulate protein 8) et SUMO ont ete decouvertes ( Xirodimas DP et al., Cell, 
2004 ; Kotajd N et al., Mol Cell Biol, 2002). 


Ubiquitin-like 

protein* 

Sequence identity 
to ubiquitin (%) 

Substrate(s) 

Attributed function(s) 

NEDD8 (Rubl) 

58 

Cullins, p53, MDM2 

Regulation of E3s 

SUMO-1 (Smt3) 

18 

Many 

Nuclear localization, transcriptional regulation, 
antagonizing ubiquitylation 

SUMO-2 and -3 

16 

C/EBPpI , topoisomerase II 

Transcriptional regulation, mitosis 

ISG15/UCRP* 

29, 37 

PLCyl , JAK1 . STAT1 , 
ERK1/2, serpin 2a 

Immune responses, interferon signal transduction 

FAT10* 

29,36 

Unknown 

Apoptosis, cytokine signal transduction 

FUB1 

37 

TCR-a-like protein, Bcl-G 

T-cell activation 

UBL5 (Hubl) 

22 

Unknown 

Pre-mRNA splicing 

URM1 

12 

Ahpl 

Oxidative stress response, nutrient sensing (through the 
TOR signalling pathway) 

ATG8 

10 

Phosphatidylethanolamine 

Autophagy, cytoplasm-to-vacuole targeting 

ATG12 

17 

Atg5 

Autophagy, cytoplasm-to-vacuole targeting 


Figure 24: table des Ubl chez l’Homme et homologues chez S. cerevisiae. ( Welchman RL et al., Nat Rev 
Mol Biol Cell, 2005) 


Le marquage des proteines par une Ubl ne les oriente generalement pas vers les voies de degradation, mais 
jouerait davantage un role dans l’activation de la transcription de genes ainsi que dans leur localisation 
subcellulaire et leur stability. 


4) Les enzymes de la voie de l’ubiquitine 
a. Les enzymes El 

L’attachement des molecules d’ubiquitine a leur cible est realise via des cascades multienzymatiques et joue 
un role central dans la modulation fonctionnelle des proteines. Dans la premiere etape de l’activation, 
l’enzyme El lie une molecule de MgATP et d’Ub, permettant l’acyl-adenylation de l’extremite C-tenninale 
de l’Ub. Dans la seconde etape, le groupement cysteine de l’El attaque l’ubiquitine-adenylee pour alors fonner 
le complexe active El-Ub via une liaison thiolester tres energetique entre la partie carboxy-tenninale de l’Ub 
et la machinerie de conjugaison. Par la suite, une seconde molecule d’Ub est adenylee et se lie a un site 
different de la meme El. Enfin, l’El lie d’une a plus de 10 enzymes E2 apparentees permettant le transfert 
d’une des deux molecules d’Ub a l’E2 afin d’initier la cascade enzymatique. Cette liaison se fait generalement 
sur le groupement s-amino-terminal d’une lysine de l’E2. La specificite de l’ubiquitinylation est realisee au 
niveau des enzymes E2 et E3 chez lesquelles ont ete identifiees une cinquantaine d’E2 et plusieurs centaines 
d’E3. Cependant, seulement deux enzymes El pour l’ubiquitine sont connues a ce jour ( Schulman BA & 
Harper JW, Nat Rev Mol Cell Biol, 2009). 


b. Les enzymes E2 

L’ enzyme E2 est responsable de la selection de l’E3 ligase et de la modification du substrat, ce qui en fait un 
element central dans le transfert de l’ubiquitine et dans la diversity de voies de signalisation de l’ubiquitine. 
A ce jour, une cinquantaine d’enzymes E2 a ete cristallographiee, seule ou dans des complexes proteiques, 
donnant ainsi de nombreuses infonnations sur les interactions entre E2 et proteines partenaires. 

La premiere tache importante pour une enzyme E2 est de recevoir l’Ub, mais pas les Ubl, sur son site actif. 
Les Ubl presentent de nombreuses homologies structurelles avec l’Ub et elles sont egalement conjuguees au 
substrat via un residu lysine grace a faction specifique d’El, E2 et E3. Bien que les El et E2 pour les Ubl 
aient des structures similaires a celles des enzymes correspondantes pour l’Ub, les E2 d’Ub interagissent de 
maniere specifique avec les 2 El de la voie d’Ub. En general, les E2 bent les El avec une grande affinite 
seulement si l’El a ete prealablement modifiee. ( Schulman BA & Harper JW, Nat Rev Mol Cell Biol, 2009 ; 
Haas AM et al., J Biol CHem, 1988). Des etudes structurelles ont revelees que la liaison d’une El avec l’Ub 
entraine des changements conformationnels importants de l’El et pennet l’exposition de sites de liaison pour 
pennettre la formation du complexe E 1 -E2 (Lois LM & Lima CD, EMBO J, 2005 ; Lee I & Schindelin H, Cell, 
2009). Lors de ces rearrangements, un sillon de l’El contenant des acides amines charges negativement est 
mis a jour et pennet la reconnaissance de deux residus Lys tres conserves presents dans l’helice-a de toutes 
les E2 Ub mais absents chez les E2 Ubl. 

Toutes les E2 caracterisees reconnaissent les E3-ligases via les boucles LI et L2 et l’helice-a en partie N- 
tenninale de l’E2. D’infimes variations dans ces motifs peptidiques contribuent a la specificite de leur liaison 
avec l’E3. Par exemple, l’E2 UBE2L3 utilise les Pro62 et Phe63 de la boucle LI pour interagir avec l’E3 
casitas B-lineage lymphoma (v-Cbl), un pro-oncogene qui regule negativement la voie de signalisation de 
certaines tyrosine-kinases ( Dominguez C et al., Structure, 2004). Les interactions entre E2 et E3 sont souvent 
faibles. Meme si ces faibles interactions entre les domaines HECT ou RING des E3 ont lieu loin du site actif 
de TE2, la liaison de l’E3 est necessaire a l’activite de l’E2. En fait, certaines E3 peuvent augmenter l’efficacite 
de transfert d’Ub de l’E2 a l’E3 ( Ozkan E et al., PNAS, 2005 ; Das R et al., Mol Cell, 2009 ; Wu PY et al., 
EMBO J, 2003). 

La faible affinite des E2 pour les E3 est probablement un avantage pour la formation des chaines d’Ub car les 
E2 utilisent des domaines communs pour interagir avec les El et les E3 (Huang DT et al., Mol Cell, 2005 ; 
Eletr ZM, Nat Struct Mol Biol, 2005). Par consequent, une E2 ne peut pas etre rechargee par une El lorsqu’elle 
est liee a une E3, et doit par consequent se dissocier et s’associer de nouveau afin de pennettre T elongation 
des chaines d’Ub. Une fois dissociees, le rechargement des E2 s’effectue tres rapidement car la majorite des 
E2 presentes dans la cellule sont deja chargees avec de l’Ub (Jin J et al, Nature, 2007 ; Soucy TA et al., 
Nature, 2009). 

Comine precise auparavant, certaines E2 augmentent leurs capacite a stimuler la fonnation des chaines d’Ub 
via la reconnaissance de sites additionnels presents sur leurs E3, sites distincts des domaines HECT ou RING. 
II a ete suggere que certains sites de liaisons a l’E3 pennettent de desengager l’E2 d’un domaine RING pour 



permettre son rechargement tout en restant associer a l’E3. Par ailleurs, les sites de liaisons independant des 
domaines RING peuvent augmenter la cinetique de liaison entre l’E2 et l’E3 apres avoir ete chargee par une 
El. 


c. Les enzymes E3 

Les enzymes E3 catalysent la reaction finale de la cascade enzymatique d’ubiquitinylation. Elies doivent etre 
capables de reconnaitre les residus lysines presents sur le substrat, et de les preparer a recevoir l’Ub. 

Pour les E3 ubiquitine ligases appartenant a la famille des homologous to the E6AP carboxyl terminus (HECT) 
(. Rotin D & Kumar S, Nat Rev Mol Cell Biol, 2009), il y a necessity de formation d’une liaison thiolester 
intermediate entre l’Ub apportee par l’E2 et la cysteine du site actif de l’E3. Mais la majorite des E3 appartient 
au groupe des really interesting new gene (RING) ( Desha ies RJ & Joazeiro CA, Annu Rev Biochem, 2009). 
Ces demieres catalysent le transfert direct de l’Ub de l’E2 au substrat (Figure 25). La molecule d’Ub peut 
egalement etre bee a la partie N-terminale des proteines ( Ciechanover A & Ben Saadon R, Trends Cell Biol, 
2004) et sur d’autres residus amines tels que les cysteines, threonine et serine ( Cadwell K & CoscoyL, Science, 
2005 ; Shimizu Y et al., Mol Cell, 2010 ; Tait SW et al., J Cell Biol, 2007 ; Wang X et al., J Cell Biol, 2007 ; 
Williams C et al., J Biol Chem, 2007). 
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Figure 25: Les deux principaux groupes d’E3 connues : les HECT-E3 et RING-E3. Ces deux categories 
different par la methode de transfert de l’Ub sur le substrat. A : Les HECT-3 sont des enzymes contenant une 
cysteine conservee dans leur site catalytique, qui joue le role d’adaptateur entre l’E2 et le substrat. B : La 
majorite des E3 sont des RING-E3. Elies sont caracterisees par une sequence CX 2 CX 9 - 39 CX 1 - 
3 HX 2 (C/H)X 2 CX 4 - 48 CX 2 formant une structure en croix permettant la liaison de deux atomes de Zinc via des 
residus Cys et His. (Rotin D & Kumar S, Nat Rev Mol Cell Biol, 2009) 

Dans les deux parties suivantes sont decrites les deux grandes families d’E3 ubiquitine ligase chez l’homme 
ainsi que certains de leurs membres. Les exemples cites soulignes ont ete decrits comme impliques dans la 
voie endosomale, dans l’ubiquitinylation de proteines membranaires ou sont impliques dans le cycle replicatif 
du VIH-1, et elles seront utilisees lors des experiences. 



i) Les enzymes HECT-E3 

Chez les mammiferes, il existe une trentaine d’E3 a domaines HECT. Parmi leurs nombreuses fonctions, les 
HECT-E3 jouent un role predominant dans le trafic proteique, la reponse immune et dans diverses signaux 
qui regulent la croissance cellulaire et la proliferation ( Rotin D & Kumar S, Nat Rev Mol Cell Biol, 2009). Le 



domaine conserve HECT comprend environ 350 acides amines et est localise dans la partie C-terminal de ces 
enzymes, alors que le domaine N-terminal contient divers signaux d’interaction proteine-proteine ou proteine- 
lipide. Les HECT-E3 ont ete decrites pour la premiere fois chez la proteine E6 du Papilloma Virus Humain 
(HPV) ( Hicke L & Dunn R, Annu Rev Cell Dev Biol, 2003). Les 28 HECT-E3 humaines peuvent etre divisees 
en trois groupes suivant leur domaine N-terminal : La famille Nedd-4 (9 membres), la famille HERC (6 
membres) et les autres HECT (13 membres) (Figure 26) 
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Figure 26: Les HECT-E3 ubiquitine ligases chez les mammiferes. Les 28 HECT-E3 ont ete regroupees en 
3 families. Deux d’entres elles, la famille Nedd4 et HERC peuvent etre clairement distinguees grace a 
T architecture de leurs domaines structuraux. ANK: ankyrine; PABC, PABP (Poly(A)-binding protein) C 
tenninus ; UBA : Ubiquitine-associated domain ; ZnF : zinc finger. 


Les membres de la famille Nedd4 contiennent un domaine C2 en partie N-terminale, 2 a 4 domaines WW et 
un domaine C-terminal HECT. Le domaine C2 lie les phospholipides et pemiet Tadressage des E3 a la 
membrane plasmique, aux endosomes et aux MVB. {Plant PJ et al., J Cell Biol, 2000 ; Dunn R et al., J Cell 
Biol, 2004), alors que le domaine WW lie des motifs PY presents dans la proteine cible {Staub O et al, EMBO 
J, 1996 ; Kanelis V et al., Nat Struct Biol, 2001). La famille Nedd4 est constitute de 9 membres chez 1’homme : 
Nedd4 , Nedd4-2 (Nedd4L) , ITCH, Smurfl, Smurf2, Wwpl , Wwp2, NedLl et NedL2 (Harvey KF et al., 
Trends Cell Biol, 1999 ; Ingham RJ et al.. Oncogen, 2004 ; Shearwin-Whyatt L. et al., Bioessays, 2006). 
Nedd4 et Nedd4-L sont plus proches genetiquement que les autres membres de la famille. Des analyses 
phylogenetiques de ces proteines indiquent que Nedd4 serait le membre le plus ancien de la famille. Nedd4 et 
Nedd4-L ont des specificites communes pour les memes E2 (Fotia AB et al., Int J Biochem Cell Biol, 2006). 
Les membres de la famille Nedd4 possedent une structure commune et la seule variation observee se trouve 






dans le nombre et la position des domaines WW dans la proteine {Ingham RJ et al., Oncogene, 2004 ; 
Shearwin-Whyatt L et al., Bioessays, 2006 ; Harvey KF et al., J Biol Chem, 1999). Les domaines WW sont 
les principaux determinants de reconnaissance des substrats chez la famille Nedd4, meme si d’autres regions 
comme le domaine C2 peuvent egalement interagir avec les substrats {Plant PJ et al., J Cell Biol, 2000). A 
l’aide de ces multiples domaines WW chez les membres Nedd4 et Nedd4-L , ces E3 peuvent potentiellement 
interagir avec plusieurs substrats ou autres proteines regulatrices. Ces domaines WW reconnaissent des motifs 
PPxY (PY) ou LPSY. Par ailleurs, la plupart de membres de la famille Nedd4, particulierement Nedd4-L ont 
aussi de nombreux variants issus d’epissages altematifs et doivent jouer des roles differents au niveau de leurs 
substrats {Itani OA et al., Am J Physiol Renal Physiol, 2003 ; Itani OA et al., Am J Physiol Renal Physiol, 
2005). La premiere cible decrite de Nedd4 a ete le canal sodique epithelial {Epithelial sodium channel ou 
ENaC). Cependant, apres la decouverte de Nedd4-L , il a ete suggere que Nedd4 et Nedd4-L aient 
probablement des fonctions redondantes dans la regulation du ENaC {Harvey KF et al., J Biol Chem, 2001 ; 
Kamynina E et al., FASEB J, 2001 ; Snyder PM et al., J Biol Chem, 2004). Plus tard, de nombreux autres 
substrats ont ete identifies, specifiques a Nedd4 et Nedd4-L (Figure 27). 
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Figure 27: Potentiels substrats ou partenaires de Nedd4 et Nedd4-L. 


L’implication de la famille Nedd4 dans la regulation de la reponse immune a ete soulignee dans la fonction 
de l’E3 ITCH {Peny W et al., Nature Genet, 1998). Le mutant Itchy chez la souris, qui n’exprime plus ITCH, 
montre un defaut dans la differenciation des lymphocytes T helper (Th2), et une augmentation de la production 
d’IL-4, IL-5, d’immunoglobulines (Ig) G et IgE qui sont des marqueurs de Tauto-immunite {FangD et al. Nat 
Immunol, 2002). JUNB, un regulation de la transcription du gene IL-4, est un substrat de TE3 ITCH {Gao M 
et al., Science, 2004), ce qui explique [’augmentation de la quantite de IL-4 chez les mutants du gene Itchy 


chez les souris. De fa£on interessante, l’activation des cellules T conduit a la phosphorylation et a l’activation 
de ITCH via JNK-1, pennettant Tubiquitinylation dependante de JUNB et JUN par ITCH {Gao M et al, 
Science, 2004). JNK-1 est necessaire a la regulation negative de T activation des Th2 {Heissmeyer V et al., Nat 
Immunol, 2004). 

Toujours au sein de la famille Nedd4, Wwp l ( IVW domain-containing E3 ubiquitin protein ligase 1) est une 
proteine multifonctionnelle constitute d’un domaine C2 en N-tenninal, 4 domaines en tandem WW pour la 
liaison au substrat et un domaine catalytique HECT en C-terminal pour le transfert de TUb. Wwpl a une 
activite E3-bgase via des domaines PY presents sur les proteines cibles, telles que Smad2, KLF5 ou encore 
Gag du VIH-1, mais egalement en T absence de ce motif PY sur des proteines telles que T(3R1, Smad4 ou 
KLF2. Wwpl regule une grande variete de processus biologiques cellulaires comine le trafic et la degradation, 
la transcription ou encore le bourgeonnement viral. Elle a ete impliquee dans plusieurs maladies coniine le 
cancer, des maladies infectieuses et neurologiques, et dans le vieillissement. 

Une derniere E3 qu’il est interessant de detaille est THECT-E3 UBAP1 {ubiquitin-associated protein 1) car 
cette E3 interagit avec des composants des complexes ESCRT. Ces complexes ESCRT regulent plusieurs 
evenements impliquant des invaginations membranaires, incluant la biogenese des MVB, du bourgeonnement 
viral et la cytokinese {Peel S et al., Trends Biochem Sci, 2011). Dans chaque cas, les proteines appartenant 
aux complexes ESCRT-0, -I et -II, combines a d’autres facteurs cellulaires tels que les proteines Brol 
{Odorizzi G et al., J Cell Sci, 2003 ; Fisher RD, Chung HY, Zhai Q, Robinson H, Sundquist WI, Hill CP. ; 
Doyotte A et al., PNAS, 2008), recrutent ESCRT-III et TATPase VPS34 dans le but d’engager Tabscission 
membranaire {Wollert T et al., Nature, 2010). UBAP1 a ete idcntifie comine un nouveau composant 
d’ESCRT-I (compose de TsglOl, VPS28, VPS37A-D et MVB12A/B). II s’avere qu’ UBAPl possede 
egalement une region conservee presente dans MVB 12 {de Souza RF & Aravind L, Bioinformatics, 2010). 
UBAP1 interagit avec la proteine endosomale Brol mais pas avec Alix imp li que dans la cytokinese {Morita 
E et al., EMBO J, 2007 ; Carlton JG & Martin-Serrano J , Science, 2007). UBAP1 est requis pour Padressage 
de TEGFR aux MVB et pour Thomeostasie de Tubiquitine, mais pas pour la cytokinese. Cette HECT-E3 fait 
partie d’un complexe ou sont egalement retrouvees les proteines TsglOl et VPS37A. Par ailleurs, le complexe 
ESCRT-I-UBAP1 semblerait important a la degradation de proteines antivirales presentes a la surface 
cellulaire comine BST2 via les proteines virales Vpu du VIH-1 et kK5 du KSHV {Agromayor M et al., 
Structure, 2012). 


ii) Les enzymes E3 a domaines RING 


Fes RING-E3 cytosoliques 



Le genome des mammiferes encode potentiellement pour plus de 600 RING-E3 (Li W et al., PLoS ONE , 
2008). Un domaine RING est un domaine coordonne par deux atomes de Zn 2+ et est forme d’une serie de 
residus cysteines et histidines, facilitant l’ubiquitinylation par l’E2 ( Lorick KL et al., PNAS, 1999). La 
structure du domaine RING de CM en complexe avec l’E2 a permis de determiner des caracteristiques 
importantes aux domaines RING ( Zheng N et al., Cell, 2000). Les deux ions de Zn 2+ et les residus associes 
forment une structure en croix (Figure 25B). Au contraire des domaines HECT, les domaines RING ne 
forment pas d’ intermediates catalytiques avec l’Ub. En fait, ce domaine RING sert d’echafaudage et pennet 
le rapprochement de l’E2 et du substrat, et une etude suggere que le domaine RING peut activer l’E2 de facon 
allosterique ( Ozkan E et al., PNAS, 2005). 

Les membres de la famille RING-E3 peuvent agir en tant que monomeres, dimeres ou de complexes 
multiproteiques. La dimerisation s’etablit generalement via le domaine RING ou des regions alentours et peut 
etre de nature homodimerique (telles que les RING-E3 RNF4, SIAH, TRAF2...) ou heterodimerique (telles 
que les RING-E3 MDM2, BRCA1 . . .)• Des domaines RING peuvent s’associer a de nombreuses sous-unites, 
coinme c’est le cas par exemple de la superfamille des Cullin RING ligase (CRL-E3) (Ilua Z & Vierstra RD, 
Anna Rev Plant Biol, 2011 ; Petroski MD & Dehaies RJ, Nat Rev Mol Cell Biol 2005) qui inclue le complexe 
SCF forme de la S-phase kinase-associated protein 1 (SKP1), de la Cullin et de la proteine F-box. 

Par exemple, un complexe multiproteique d’une RING-E3 appartenant aux CRL-E3 est implique dans la 
regulation du cycle cellulaire. Les SCF-E3 utilisent des F-box variables pennettant la reconnaissance de 
plusieurs substrats. Ainsi, il y aurait environ 69 SCF-E3 differentes chez les mammiferes. Les deux proteines 
F-box impliquees dans le cycle cellulaire sont SKP2 et la beta-transducin repeat-containing protein ( (3-TrCp) 
( Frescas D & Pagano M, Nat Rev Cancer, 2008). SCF skp2 est actif pendant les phases S et G2 et est 
responsable de la degradation de p21 et p27 via le systeme UPS, entrainant l’activation de CDK1 et CDK2. 
SCFP~ TrCp adresse CDC25 et WEE1 (une autre phosphatase) vers les voies de degradation pendant la phase 
G2, ex errant respectivement a la fois un effet positif et negatif sur Factivite de CDK1. SCFP' TrCp est egalement 
responsable de la degradation d’EMIl (un regulateur mitotique interagissant avec CDC20 et inhibant le 
complexe d’anaphase) en fin de phase G2 (Frescas D & Pagano M, Nat Rev Cancer, 2008). 

Le premier membre de la famille RING-E3 a ete isole a partir d’un retrovirus induisant des lymphomes 
(casitas B-lineage lymphoma). Cette forme, appelee v-Cbl, est en fait une forme tronquee de la proteine 
sauvage c-Cbl (Langdon WY, PNAS, 1989). Plus tard seront identifies chez les mammiferes trois autres 
isofonnes de FE3 : c-Cbl , b-Cbl et Cbl-c. Coinme toutes les RING-E3, ces proteines Cbl possedent de 
nombreux domaines d’ interactions. Cependant, elles presentent deux regions tres conservees : un domaine 
d’interaction avec les tyrosines kinases (le domaine TkB) et le domaine RING (Figure 28). 
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Figure 28: representation schematique de la proteine c-Cbl. Le domaine TkB permet Pinteraction avec les 
tyrosines phosphorylees des autres proteines. Le domaine RING controle l’activite ligase de c-Cbl. Le 
domaine UBA permet Pinteraction avec l’Ub. 


Le domaine TkB, permettant done les interactions avec les tyrosines phosphorylees des substrats, est compose 
de 4 helices-a, d’un domaine d’interaction avec le Ca 2+ , et d’un domaine SH2 (src homology 2 domain). Ce 
domaine SH2 va definir la spccificitc du substrat a ubiquitinyler. Le domaine linker permet de faire le lien 
entre le domaine TkB et le domaine RING. En son sein sont presents deux residus tyrosines essentiels (Y 368 
et Y 371 ) dont la mutation entre la perte de fonction de PE3 et lui confere un pouvoir oncogenique. Ces deux 
tyrosines servent de substrats de phosphorylation pour les recepteurs tyrosines kinase ( Dikic I et al., Nat Rev 
Mol Cell Biol, 2009). Du fait de ses multiples domaines d’interaction, c-Cbl interagit avec et controle la 
degradation d’un grand nombre de proteines cibles telles que certains recepteurs a activite tyrosine kinase 
(P epidermal growth factor receptor ou EGFR, P insulin-like growth factor receptor ou IGF1R...), des 
recepteurs a cytokines (IL-3, IL-4, CSF-1...), des proteines cytosoliques a activite tyrosine kinase (Src 
kinases) et des proteines cytoplasmiques (PI3K...) ( Thien CB &Langdon WY, Nat Rev Mol Cell Biol, 2001 ; 
Tsygankov AY et al., Oncogene, 2001). 


Les RING-E3 transmembranaires 


Certaines RING-E3 ont la particularity de ne pas se trouver a l’etat libre dans la cellule, mais sont ancrees aux 
membranes par un ou plusieurs domaines transmembranaires. Cette famille de RING-E3 est divisee en trois 
sous-classes. II y a les RING-HC (C3HC4), les RING-H2 (C3H2C3) et les RING-CH (C4HC3) qui se 
distinguent les unes des autres par l’ordre des residus Cys et His qui lient les ions dans leurs domaines RING. 
Les ligases RING-CH, sur lesquelles nous focaliserons notre attention, possedent de multiples parties 
transmembranaires et sont appelees MARCH ( membrane-associated RING-CH). Toutes les MARCH 
partagent en commun une organisation de proteine transmembranaire de type III. Les 2 regions 
transmembranaires sont localisees dans la partie centrale des proteines et le domaine RING-CH en partie N- 
terminale. La partie C-terminale est de longueur et de nature variable caracterisant chacune des MARCH. Les 
parties N-temiinale et C-tenninale sont cytosoliques et un tres court segment (d’ environ 12 acides amines) est 
dans la lumiere extracellulaire. L’exposition du domaine RING-CH dans le cytosol permet a PE3 d’interagir 
avec les composants de la machinerie d’ubiquitinylation (Figure 29) 



Figure29 : Ubiquitinylation de proteines membranaires par les MARCH-E3. Les MARCH reconnaissent 
le substrat via leurs parties transmembranaires (gauche) ; le domaine RING-CH de l’E3 ligase, qui transfere 
l’ubiquitine (Ub) aux sites recepteurs dans la queue cytoplasmique de la proteine cible (centre), entrainant 
l’ubiquitinylation du substrat (droite). 


La surexpression de cette famille de RING-E3 entraine la diminution d’ expression de surface de nombreuses 
proteines via leur ubiquitinylation. Les premiers exemples decrits de MARCH ont ete trouves chez les especes 
virales du KSHV ( kaposi ’s sarcoma associated herpesvirus ) et les MHV-68 ( murine gamma-herpesvirus 68), 
et ont ete designes comme des modulateurs de la reconnaissance immunitaire (MIR pour modulator of immune 
recognition) 1, 2 et mK3, respectivement. MIR1, MIR2 et mK3 sont capables de diminuer l’expression des 
molecules du CMH-I, et mK3 est necessaire a l’etablissement de la latence virale. Le premier homologue de 
MIR1, MIR2 et mK3 identifie chez les mammiferes est c-MIR/ M ARCH8 . La surexpression de c- 
MIR/ MARCH8 diminue l’expression du HLA-B7.2 ( Goto E et al. J Biol Chem, 2003), une molecule 
necessaire a la presentation antigenique. Par la suite, plusieurs proteines proches de C-MIR/ MARCH8 ont ete 
caracterisees chez les mammiferes. Onze homologues ont ete identifies {Holzerlandt R et al., Genome Res, 
2002 ; Jenner RG & Boshoff C, Biochem Biophy Acta, 2002 ; Morokuma Y et al., J Biol Chem, 2007). Toutes 
ces nouvelles proteines identifies, a 1’ exception de MARCH7 et MARCH 10, possedent un domaine RING- 
CH a leurs extremites N-terminal et sont suivis par deux ou plusieurs domaines transmembranaires (Ohmu ra- 
il oshino M et al., J Biochem, 2006 ; Bartee E et al., J Virol, 2004 ; Lehner PJ et al., Immunol Rev, 2005). 
MARCH7 et MARCH 10 ne semblent pas posseder de domaines transmembranaires et leurs domaines RING- 
CH sont localises en C-terminal. 

Les proteines MARCH les plus caracterisees chez l’homme et la souris sont les MARCH 1 et MARCH8 (c- 
MIR). Ces RING-E3 possedent de grandes homologies de sequences et des similarites fonctionnelles. En plus 
de la modulation d’expression du HLA-B7.2 par MARCH8 , MARCH 1 et MARCH8 diminuent egalement 
l’expression de CD95 (Fas), du TfR ( transferrin receptor) et du CMH-II ( Bartee E et al., J Virol, 2004 ; 
Ohmura-Hoshino M et al., J Immunol, 2006 ; de Gassart A et al., PNAS, 2008 ; Matsuki Y et al., Emho J, 
2007 ; Thibodeau J et al., Eur J Immunol, 2008). Ces observations suggerent un role possible de MARCH 1 
et MARCH8 dans la regulation et/ou activation des lymphocytes. La reconnaissance des substrats par 


MARCH 1 et MARCH8 se fait a la membrane plasmique avec une interaction directe entre les parties 
transmembranaires des proteines ( Goto E et al. J Biol Chem, 2003). 


Un autre couple interessant de MARCH est le couple MARCH4 et MARCH9 . Ces deux MARCH induisent 
une diminution de 1’ expression de surface et une rapide internalisation du CMH-I de facon ubiquitine- 
dependant ( Bartee E et al., J Virol, 2004). Ces resultats suggerent que dans un environnenrent cellulaire 
normal, MARCH4 et MARCH9 regulent la presentation antigenique du CMH-I de facon similaire a leurs 
homologues viraux kK3 et kK5 du KSHV. De facon interessante, la regulation du CMH-I par MARCH4 et 
MARCH9 est dependant des Lys de la partie C-ter du CMH-I ( Bartee E et al., J Virol, 2004) alors que kK3 et 
kK5 peuvent aussi ubiquitinyler sur des residus Cys. Cependant, certaines differences de regulations sont 
observees et suggerent que MARCH4 et MARCH9 ont quand nreme des roles physiologiques differents. Les 
parties RING-CH de MARCH4 et MARCH9 interagissent avec differentes enzymes E2, rnenre si ces 
domaines sont tres homologues {Bartee E eta/., J Virol, 2004). Les differentes E2 ne sont pas encore connues, 
mais pourraient etre importante pour permettre de definir les differences fonctionnelles entre MARCH4 et 
MARCH9 . Cette conclusion est basee sur le fait que les interactions E2-E3 sont connues pour jouer un role 
pivot dans la determination de la longueur et le type de liaison de la chaine d’Ub. 

MARCH2 et MARCH3 ont ete reportees comine exprimees de maniere ubiquitaire et sont localisees dans les 
vesicules endosomales ( Fukuda El et al., J Biochem, 2006 ; Nakamura N et al., Mol Cell Biol, 2005). De plus, 
deux de leurs homologues interagissent avec la syntaxin-6 {Nakamura N et al, Mol Cell Biol, 2005) qui est 
une SNARE exprimee de maniere ubiquitaire qui se localise dans le TGN et les endosomes, et est impliquee 
dans de nonib reux processus de trafic proteique {Bock JB, Mol Biol Cell, 1997). Par ailleurs, la surexpression 
ou deletion/mutation de MARCH2 et MARCH3 affectent la localisation de la syntaxin-6 et de TGN38/46. 
MARCH2 et MARCH3 sont probablement des regulateurs de la voie TGN-endosonres. 


B - Implication de l’ubiquitinylation dans la replication du VIH-1 

Afin que les virus se repliquent de maniere efficace, ils doivent constamment combattre et affaiblir les 
defenses immunes de l’hote pour eviter leur elimination. Ces interactions exposent les proteines virales a de 
nombreuses voies de signalisation cellulaires qui pourraient modifier post-traductionnelement leurs roles et 
leurs fonctions, mais en meme temps, les virus peuvent exploiter ces machineries cellulaires en la faveur de 
leur infection ; dans ce contexte, les proteines d’Ub et Ubl jouent un role majeur dans le controle de ces 
interactions proteiques, dans leur localisation et leur stability, et sont des regulateurs cles de la reponse immune 
et la proliferation cellulaire. En effet, il a ete montre que les Ub et Ubl jouent un role majeur dans la replication 
du VIH-1. 



1) Ubiquitinylation et regulation du trade de CD4 

Nef, proteine myristoylee et associee aux membranes, peut alterer le trafic de proteines dans les cellules T 
CD4+ et par consequent augmenter la replication virale en inhibant PE3 ubiquitine ligase c-Cbl (, Simmons A 
et al, Immunity, 2005). De facon plus specifique, Nef entraine la depletion de l’enzyme de conjugaison de 
l’Ub E2 UbcH7 de la membrane, et ce processus necessite son ubiquitinylation par l’E3-ligase c-Cbl. Cette 
reaction va conduire a une regulation negative des proteines Vav et Lck, necessaries au trafic de CD4. Les 
mecanismes par lesquels Nef exclue UbcH7 des radeaux lipidiques restent inconnus. 

Nef, Vpu et dans une certaine mesure Env, peuvent egalement diminuer l’expression de CD4. Nef entraine 
l’endocytose et la degradation lysosomale de molecules de CD4 deja presents a la surface cellulaire via une 
interaction avec la machinerie d’endocytose dependant d’AP2 et de la clathrine, adressant alors CD4 vers les 
MVB et eventuellement vers leur degradation par la voie lysosomale ( daSilva LL et al, J Virol, 2009 ; 
Laguette N et al., Mol Aspects Med, 2010). La di-ubiquitinylation de Nef sur le residu Lysl44 peut servir de 
signal d’endocytose au complexe CD4-Nef-AP2, et est necessaire a la diminution de CD4 par Nef (Jin YJ et 
al, J Immunol, 2008). 

Env et Vpu diminuent egalement l’expression de CD4 a la surface cellulaire en inhibant son transport du RE 
a la membrane plasmique. Le precurseur gpl60 forme un complexe stable avec CD4 qui le retient dans le RE. 
Vpu interagit aussi avec CD4 dans le RE. Plus precisement, Vpu lie simultanement CD4 et P-TrCp, un 
composant du complexe E3 ligase SCF^ TrCp , entrainant la polyubiquitinylation de CD4 et sa degradation par 
le proteasome. De facon surprenante, l’ubiquitinylation et la degradation de CD4 necessite le systeme de 
degradation ERAD du RE bien que P-TrCp soit une proteine cytosolique (Binette J et al, Retrovirology, 
2007 ; Magadan JG et al, PLoS Pathog, 2010). 

2) Ubiquitinylation et restriction du VIH-1 par TRIM5a 

TRIM5a contient un domaine RING d’ubiquitine E3-ligase et a un role de facteur de restriction lors de l’entree 
du VIH-1 dans la cellule en entrainant une decapsulation precoce du core viral, et empechant ainsi la 
transcription inverse (Stremlau M et a l, P NAS, 2006 ; Perron MJ et al.,J Virol, 2007). Cependant, la fonction 
d’E3 ligase de TRIM5a reste controversee car des experiences ont montre que la depletion du domaine RING 
de TRIM5a a seulement un effet partiel sur la restriction virale (Javanbakht H et al, J Biol Chem, 2005 ; 
Nakayama EE & Shioda T, Rev Med Virol, 2010). Au contraire, des resultats recents montrent que 1’ activation 
de l’activite E3 ubiquitine ligase de TRIM5a par la proteine de MA favorise la fonnation de chaines libres 
d’Ub de type K63, pennettant l’activation d’APl et de NFkB (Pertel T et al, Nature, 2011). De facon 
interessante, d’autres resultats montrent que les proteines de la famille TRIM peuvent egalement jouer un role 
de SUMO-ligase (Cliu Y & YangX, Oncogene, 2011). 



3) Ubiquitinylation et role de Vpr dans l’activite d’UNG2 

La transcription inverse du VIH-1 est un processus qui genere une mutation tous les 2000-5000 nucleotides 
transcrits. Ces mutations sont principalement dues a 1’ incorporation accidentelle de dUTP ou a la deamination 
de cytosines qui forme de l’uracile. Si l’uracile n’est pas correctement enleve de l’ADN viral par l’uracile-N- 
glycosylase (LING) ou dUTPase, cela conduit a des mutations C-T sur un brin d’ADN et G-A sur 1’ autre brin. 
UNG2, la forme nucleaire d’UNG, est incorporee dans les virions et permet la correction des erreurs de la 
transcription inverse du VIH-1 et permet d’augmenter la fidclitc de sa replication ( Schrofelbauer B et al, J 
Virol, 2005). 

Vpr interagit avec la forme nucleaire d’UNG2, mais les consequences de cette interaction ne sont pas 
completement claires. Vpr semble augmenter la fidelite de la RT en recrutant UNG2 dans la particule virale, 
pennettant l’extraction de l’uracile de l’ADN. Cependant, Vpr contrecarre egalement l’activite d’UNG2 en 
favorisant sa degradation par le proteasome. Pour cela, Vpr recrute le complexe E3 ubiquitine ligase DCAF1- 
DDB1-Cul4 via sa liaison directe avec DCAF1, entrainant l’ubiquitinylation d’UNG2 {Schrofelbauer B et al., 
J Virol, 2005 ; Schrofelbauer B et al, PNAS, 2007 ; Aim J et al., J Biol Chem, 2010). L’interaction Vpr- 
DCAF 1 induit egalement l’arret du cycle cellulaire en phase G2. Dans ce cas, Vpr recrute une facteur cellulaire 
encore inconnu necessaire au passage G2-M {DeHart JL et al, J Virol, 2007). 

4) Ubiquitinylation et degradation d’APOBEC3G par Vif 

Vif est responsable de l’ubiquitinylation et de la degradation d’APOBEC3G via le recrutement d’une 
ubiquitine ligase mediee par Cul5 {Yu X et al, Science, 2003). En fait, Vif possede un domaine SOCS 
{suppressor of cytokine signalling) {Mehle A et al. Genes Dev, 2004), motif caracteristique pour les proteines 
adaptatrices des E3 ubiquitine ligases pennettant la liaison avec le complexe d ’ubiquitinylation Cul5-Elongin 
B-Elongin C-Rbxl {Merlet J et al, Cell Mol Life Sci, 2009). Cependant, l’interaction de Vif avec ce complexe 
est realisee grace a d’autres domaines pennettant une interaction directe entre Vif et Cul5 {Barraud P et al, 
Curr HIV Res, 2008). Vif peut egalement favoriser l’ubiquitinylation d’autres membres de la famille APOBEC 
tels que APOBEC3F et APOBEC3C {Shirakawa K et al, Virology, 2006). Cependant, Vif est egalement 
ubiquitinyle dans ce processus {Mehle A et al, Genes Dev, 2004) et son ubiquitinylation pounait etre 
suffisante pour adresser APOBEC3G a la degradation {Dang Y et al, J Biol Chem, 2008). 

Vif joue egalement un role dans la degradation d’autres proteines telles que IRF-3 {interferon regulatory factor 
-3), regulateur important de la reponse antivirale {Okumura A et al. Virology, 2008) et p53 {Izumi T et al, 
PNAS, 2010). Ces degradations requierent l’E3 ubiquitine ligase Cul5 {DeHart JL et al, J Virol, 2008). Enfin, 
de facon independante de l’auto-ubiquitinylation de Vif dans le complexe Cul5, Vif est egalement 
ubiquitinylee par d’autres E3 ligases. Par exemple, les E3-ligases HECT Nedd4 et AIF4 peuvent augmenter 
la monoubiquitinylation de Vif {Dussart S et al, Biochem Biophvs Res Commun, 2004) et la RING-E3 
ubiquitine ligase Mdm2 pennet de controler la stability de Vif a travers sa polyubiquitinylation {Izumi T et al, 
Retrovirology, 2009). 



5) Ubiquitinylation et entree du genome viral dans le noyau 
RanPB2, une E3 SUMO ligase presente dans le complexe du pore nucleaire (nuclear pore comp/exe ouNPC) 
est requis dans les evenements precoces de la replication du VIH-1 (Brass AL et a/., Science, 2008 ; Konig R 
et al., Cell, 2008 ) et est importante dans F integration du genome viral (Ocwieja KE et al, PLoS Pathog, 2011). 
En effet, PIN est SUMOylee et cette modification est essentielle pour la replication du VIH- 1 . Cette replication 
est affectee lorsque les sites de SUMOylations, phylogenetiquement tres conserves, sont mutes. Cependant, 
cette SUMOylation n’influence pas l’activite enzymatique de PIN et il a ete suppose que la SUMOylation de 
PIN joue un role dans l’affinite de cofacteurs interagissant avec PIN (Zamborlini A et al., J Biol Chem, 2011). 
L’IN est une proteine relativement instable et est rapidement degradee par le proteasome lorsqu’elle est 
surexprimee seule dans des cellules mammiferes, et ce processus est mediee par un complexe 
d ’ubiquitinylation. Panni toutes les proteines qui interagissent avec PIN, on retrouve deux E3 ubiquitine ligase 
(Radl8 et Huwel egalement appelee Mule, ARFBP1, HECTH9, E3 HIST0NE ? LASU1 ou UREB1), mais elles 
ne semblent pas adresser PIN vers la degradation ni jouer un role dans son ubiquitinylation (Mulder LC et al., 
J Biol Chem, 2002 ; Yamamoto SP et al., Microbes Infect, 2011). Mais il a ete montre que Pinteraction entre 
Huwel et PIN joue un role negatif sur Pinfectivite des particules virales (Yamamoto SP et al., Microbes Infect, 
2011 ). 


6) Ubiquitinylation et transcription du genome viral 

De facon importante, les fonctions de Tat sont intimement liees au systeme d’ubiquitinylation proteasomale 
(ubiquitin-proteasom system ou UPS). Tat peut interagir avec le proteasome 26S et inhiber son activite 
proteolytique (Seeger M et al., J Biol Chem, 1997 ; Apcher GS et al., FEBS letter, 2003). Cette proteine virale 
peut egalement alterer la composition du proteasome et son activite (Remoli AL et al, Biochem J, 2006). Ces 
effets directs sur les proprietes proteolytiques du proteasome pennettent une meilleure replication virale. De 
facon interessante, comme le proteasome et ses composants jouent un role dans la transcription (Collins GA 
& Tansey WP, Curr opin Genet Dev, 2006), Tat permet une augmentation de la transcription des genes du 
VIH-1 (Lassot I et al, Mol Cell, 2007) en interferant avec Passemblage du proteasome via le recrutement de 
la proteine chaperonne Rpnl4 (Bedford L et ah, Trends Cell Biol, 2010). De plus, Tubiquitinylation de Tat 
mediee par TE3 ubiquitine ligase Mdm2 stimule son activite transcriptionnelle (Bres V et al, Nat Cell Biol, 
2003). Cette modification de Tat permettrait de recruter ou de stabiliser des facteurs encore inconnus au niveau 
des promoteurs de genes importants pour la transcription du VIH-1. Un autre evenement important dans 
l’activite de Tat est Tubiquitinylation de Cdk9 par le complexe E3 ubiquitine ligase SCF Skp2 apres le 
recrutement de cette E3 ligase sur la proteine P-TEFb via son interaction avec le domaine PEST de la Cyc T1 
(Kiernan RE et al, Mol Cell Biol, 2001). Cette reaction facilite la formation d’un complexe temaire entre P- 
TEFb, Tat et TAR, augmentant F elongation transcriptionnelle du genome du VIH-1 (Barboric M et al, J 
Virol, 2005). 



7) Ubiquitinylation et bourgeonnement viral 

La liaison de TsglOl au motif PTAP de la proteine p6 se fait a travers son domaine UEV. Les analyses 
structurales ont montre que ce domaine UEV de TsglOl peut lier simultanement l’Ub et le motif PTAP 
( Sundquist WI et al, Mol Cell, 2004) suggerant que TsglOl peut interagir avec des fonnes ubiquitinylees de 
Gag. En effet, plusieurs observations ont montrees que durant Tinfection par le VIH-1, Gag est 
monoubiquitinyle sur certaines lysines de p6 (Ott DE et al., Virology, 2000 ) mais egalement dans d’autres 
regions. Cette ubiquitinylation de Gag est liee a Tencrage meme de Gag a la membrane ( Jager S et al., J Virol, 
2007). 

La liaison d’ALIX au motif LYPxL de Gag permet le recrutement des HECT-E3 ubiquitine ligase Nedd4 au 
niveau du site de bourgeonnent viral. Ce processus conduisant a Tubiquitinylation d’Alix sert probablement 
de mecanisme de secours du bourgeonnement viral, etant donne que cette ubiquitinylation devient plus 
importante au moment suivant la disruption du motif PTAP et des complexes ESCRT-I (Sette P et al, J Virol, 
2010) Neanmoins, cela souligne Timportance de Tubiquitinylation dans la liberation des particules virales du 
VIH-1. Ce mecanisme de secours peut etre stimule par Tubiquitinylation d’Alix lors de la surexpression de 
TE3 ubiquitine ligase POSH ( Votteler ,J et al., BMC Biochem, 2009). De facon interessante, il existe certains 
isofonnes de Nedd4 qui partagent une structure commune caracterisee par un domaine C2 N-tenninal 
implique dans la liaison aux membranes, des domaines WW servant aux interactions avec de nombreux 
substrats et un domaine HECT C-terminal possedant une activite E3 ubiquitine ligase. Nedd4-Ls est la forme 
native et l’isoforme le plus commun chez l’homme de Nedd4-L, auquel il manque la majeure partie du 
domaine C2 du a Tepissage alternatif. Cependant, le domaine C2 residuel capable de s’associer avec Gag 
( Usami Y et al., J Virol, 2008) est essentiel pour Taugmentation de la liberation des particules virales par 
Nedd4-Ls. Nedd4-Ls pennet Taugmentation de Tubiquitinylation de Gag (chaines de type K63) (Weiss ER et 
al., PLoS Pathog, 2010). 


C - Role de Tubiquitinylation de BST-2, et dans la modulation de son expression par Vpu 

Des experiences recentes ont montre que P-TrCp est requise dans la degradation de BST-2 induite par Vpu. 
La depletion de P-TrCp par ARNi ou Tinactivation du complexe ubiquitine ligase SCF |l " l r( p par surexpression 
d’un dominant negatif (DN) de P-TrCp, P-TrCpAF, qui interagit avec Vpu mais n’est pas capable de lier le 
complexe SCF (Vl r( p , abroge la capacite de Vpu a degrader BST-2, indiquant que le recrutement du SCF |J '" TK p 
est critique a la degradation de BST-2 par Vpu (Mitchell RS et al., PLoS Pathog, 2009 ; Douglas JL et al, J 
Virol, 2009 ; IwabuY et al, J Biol Chem, 2009). De plus, Vpu tire avantage de Tisofonne P-TrCp2 
cytoplasmique, mais pas de Tisofonne nucleaire P-TrCp 1, pour degrader BST-2 (Mitchell RS et al, PLoS 



Pathog, 2009 ; IwabuY et al., J Biol Chem, 2009). Par ailleurs, (3-TrCp forme un complexe temaire avec Vpu 
et BST-2, mais est dispensable a l’interaction entre BST-2 et Vpu ( Douglas JL et al., J Virol, 2009 ). 


Au depart, le processus de degradation semblait etre de nature proteasomale puisque de longs traitements avec 
des inhibiteurs du proteasome prevenaient la degradation de BST-2 par Vpu (Mangeat B et al., PLoS Pathog, 
2009 ; Gupta RK et al., PLoS Pathog, 2009 ; Goffinet C et al., J Virol, 2010). Par ailleurs, la surexpression 
d’Ub K48R, un mutant DN de TUb interferant avec la polyubiquitinylation, empeche la degradation de BST- 
2 (Mangeat B et al., PLoS Pathog, 2009). Consistant avec ces resultats, Vpu augmente Tubiquitinylation de 
BST-2 en presence de fl-TrCp sur les residus S, T, C et K present dans sa partie cytosolique ( Tokarev AA et 
al, J Virol, 2010). De fa9on interessante, la depletion de la AAA ATPase p97 du complexe ERAD affecte la 
degradation de BST-2 induite par Vpu (Mangeat B et al., PLoS Pathog, 2009) suggerant que la voie de 
degradation via le systeme ERAD du RE est impliquee. Cependant, ces resultats sont souvent obtenus lors 
d ’utilisation de BST-2 tagge surexprime qui peut entrainer T accumulation de proteines immatures dans le ER 
(Andrew AJ et al., Retrovirology, 2009). De plus, de long traitements par des inhibiteurs du proteasomes ou 
la surexpression d’Ub K48R entrainent la depletion du pool d’Ub libre dans la cellule, affectant indirectement 
la degradation de proteines via la voie lysosomale dans laquelle Tubiquitine est requise (Douglas JL et al., 
PLoS Pathog, 2010 ; Melikova MS et al., Cell Biol Int, 2006). Les inhibiteurs de T acidification des lysosomes 
tels que la Bafilomycine A et la Concanamycine inhibent egalement la degradation de BST-2 induite par Vpu 
et peuvent interferer avec la diminution de BST-2 a la surface cellulaire (Mitchell RS et al, PLoS Pathog, 
2009 ; Douglas JL et al., J Virol, 2009 ). Ces observations sont en accord avec de recentes observations ou 
BST-2 subit des monoubiquitinylation sur les residus lysines 18 et/ou 21 presentes dans sa partie cytosolique 
en presence de Vpu (Pardieu C et al, PLoS Pathog, 2010). Ensemble, ces resultats supportent le modele 
suivant lequel BST-2 subit une degradation via la voie de degradation lysosomale en presence de Vpu. 
Cependant, la voie de degradation proteasomale ne peut etre completement exclue. 

Bien que T expression de Vpu entraine la degradation de BST-2 dans presque tous les systemes cellulaires, 
certains resultats suggerent que la degradation de BST-2 en tant que telle ne peut pas etre totalement induite 
par Vpu. Par exemple, il a ete observe que Texpression de Vpu diminue beaucoup moins Texpression totale 
de BST-2 intracellulaire qu’a la surface cellulaire dans les HeLa (Mitchell RS et al., PLoS Pathog, 2009). De 
plus, des mutants de Vpu contenant des mutations dans le motif de reconnaissance de (3-TrCp DS p GOXS p 
abolissant la degradation de BST-2 sont encore capables de favoriser la liberation des particules virales de 
maniere partielle (Schubert U et al., J Virol, 1995 ; Van Damme N et al., Cell Host Microbe, 2008 ; Mitchell 
RS et al., PLoS Pathog, 2009 ; Douglas JL et al., J Virol, 2009 ; Mangeat B et al., PLoS Pathog, 2009) ou 
totale (Friborg J et al., J Acquir Immune Defic Syndr Hum Retrovirol, 1995 ; Miyagi E et al., PNAS, 2009 ; 
Schindler M et al., Retrovirology, 2010). Par ailleurs, la degradation de BST-2 par Vpu est un processus 



relativement lent (la demi-vie de BST-2 d’environ 8h est diminuee d’environ 2 fois en presence de Vpu) 
( Douglas JL et al, J Virol, 2009 ; Dube M et al., PLoS Pathog, 2010 ) compare a l’efficacite de degradation 
de CD4 (demi-vie de CD4 d’environ 6h est diminuee d’environ 25 fois en presence de Vpu) ( Willey RL et al., 
J Virol, 1992). II y a done un second mecanisme pour contrecarrer le facteur de restriction BST-2 distinct de 
celui de degradation. Des resultats recents ont montre que Vpu n’augmente pas Tendocytose de BST-2 a la 
surface (. Mitchell RS et al, PLoS Pathog, 2009 ; Dube M et al., PLoS Pathog, 2010) mais entraine sa 
relocalisation dans des compartiments perinucleaires correspondant au TGN. Ces resultats sont en accord avec 
les observation precedentes montrant que la localisation de Vpu dans le TGN est necessaire a la liberation des 
particules virales (Dube M et al., J Virol, 2009). Vpu semblerait egalement capable de contrecarrer la fonction 
BST-2 en le sequestrant dans des compartiments intracellulaire et en alterant son transport anterograde. De 
plus, les mutations des residus lysine 18 et 21 dans la queue cytosolique de BST-2 abolissent totalement sa 
monoubiquitinylation ( Pardieu C et al, PLoS Pathog, 2010) sans affecter la capacite de Vpu a diminuer son 
expression. Cela suggere que Tubiquitinylation/degradation et Tantagonisme de BST-2 soient deux fonctions 
separees de Vpu. Coniine Vpu est toujours capable de diminuer Texpression de surface du mutant Lys de 
BST-2, il semblerait que les fonctions d’ubiquitinylation/degradation et la diminution de Texpression de 
surface de BST2 ne soient pas strictement liees lors de Tantagonisme induit par Vpu ( Goffinet C et al., J Virol, 
2010 ; Pardieu C et al, PLoS Pathog, 2010). Ces resultats surprenants contrastent avec les data precedentes 
montrant que les mutants de Vpu incapable de lier P-TrCp (et par consequent en theorie incapable 
d’ubiquitinyler et degrader BST-2) comme le mutant de phosphorylation Vpu2.6, ont un antagonisme restreint 
sur la fonction de BST-2 (-50% du Vpu WT) (Mitchell RS et al, PLoS Pathog, 2009 ; Dube M et al, PLoS 
Pathog, 2010 ; Mangeat B et al, PLoS Pathog, 2009 ; Douglas CC et al, Biochemistry, 2004). De la meme 
maniere, la depletion de P-TrCp2 ou la surexpression d’un DN de P-TrCp, P-TrCpAF, inhiberaient 
partiellement Tantagonisme de Vpu sur BST-2. Des resultats recents indiquant que P-TrCp est implique dans 
la polyubiquitinylation de residus serines et threonines de la partie cytoplasmique de BST-2 et ayant un effet 
modeste sur la stability de BST-2 en presence de Vpu, peuvent apporter plusieurs indices quant au role de P- 
TrCp dans Tantagonisme de Vpu sur BST-2. II est possible que la polyubiquitinylation de BST-2 induite par 
Vpu via P-TrCp peut augmenter la sequestration du facteur de restriction sans necessairement conduire a sa 
degradation (Tokarev A A et al, J Virol, 2010). Ensemble, ces resultats suggerent que Tantagonisme de Vpu 
sur la fonction antivirale de BST-2 precederait et serait independant de la degradation du facteur de restriction, 
mais resulterait plus de sa sequestration et la diminution de sa localisation aux sites de bourgeonnement viraux. 
(Figure 30). 
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Figure 30: Modeles de l’antagonisme de 
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-2 induit par Vpu. 


De plus amples etudes doivent etre menees afin d’evaluer le role de l’ubiquitinylation de BST-2 et sur sa 
degradation dans les mecanismes par lesquels Vpu contrecarre la restriction imposee par BST-2 sur la 
liberation de particules virales. 


